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第一章 序論 
 細菌による感染症は未だ世界的な問題となっており、例えば結核について言えば世界中
で年間に 960 万人が新規に発病し、150 万人が亡くなっている。抗生物質の普及にも関わら
ず治療が難しい原因として、一部の細菌が生存に特化した状態になっていることが明らか
となってきた。細菌集団に対して抗生物質を投与した際には、大部分の細菌が死滅するに
もかかわらずわずかな細菌は必ず生き残っている。したがって、特に HIV の患者や細菌が
細胞外多糖（EPS, extracellular polysaccharides）に囲まれた集合体（バイオフィルム）を形成
した場合などでは生き残った細菌を自身の免疫で攻撃できないため、治療の長期化や感染
症の重篤化が起こると考えられている。このような細菌の生存戦略は、一部の個体だけが
一時的に抗生物質抵抗性を得るという点で、これまで注目されてきた耐性菌とは全く異な
る新しい機構である。そのため生存する一部の個体：persister の形成メカニズムに注目が集
まっている。 
 これまでの微生物学研究では一般的に、同一の遺伝子を持つクローン集団はほとんど同
じ反応をすることが前提とされていた。しかし近年の技術の進歩により 1 細胞レベルの観
察が可能になると、実際にはクローン集団中の各個体は遺伝子発現に大きなばらつきがあ
り、全く異なる表現型を示す場合があることが明らかとなった。persister はその中でも抗生
物質に対する高い抵抗性が問題視されている。Persister の形成は、Escherichia coli、
Pseudomonas aeruginosa、Mycobacterium tuberculosis など、様々な種の細菌に見られることが
明らかとなり、遺伝子発現のばらつきやその結果生じる表現型の不均一性は全ての細菌に
共通する生存戦略であると考えられている。 
 Persister 形成の分子機構に関する研究は近年盛んに行われており、Toxin-Antitoxin (TA) シ
ステムやppGpp, TCA cycleなど様々な遺伝子がpersister化に関与していることが報告された。
しかし何れの単一遺伝子をノックアウトしても persister 形成を完全に抑制するものは見つ
かっていない。そのため persister 形成は単一の遺伝子経路ではなく、多様な経路が組み合わ
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さって起こると広く信じられるようになった。つまり単一の遺伝子を標的とした古典的な
ノックアウトやプラスミド過剰発現の研究手法には限界があり、網羅的な遺伝子発現解析
が強く求められている。しかしながら、persister と分裂細菌とを分離できる手法が進化して
いないため、網羅的な解析が進んでいないのが現状である。 
 本研究では、細菌の分裂活性に着目し、persister と分裂細菌とをリアルタイムに選別する
新規検出法を開発することで集団からの persister の分取や、遺伝子発現解析を可能にすると
考えた。また、その結果を基に persister 形成に関わる新規なメカニズムを解明することを目
的とした。persister 形成のメカニズムを明らかにすることができれば persister 除去に向けた
臨床応用が可能であると考えられる。 
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1.1 既往研究 
 抗生物質に寛容な細菌集団 (persister) が発見されて以来、persister に繋がる表現型・分子
メカニズム・周囲の環境が与える影響について多岐にわたる報告がされてきた。本章では
特に重要と思われる既往研究についてまとめた。 
 
1.1.1 persisterの概要 
persistersの発見 
 1944 年に Bigger らは Staphilococcus にペニシリンを投与した際、ごく一部の細菌が生き
残っていることを報告した(1)。生き残った細菌は再増殖した後にも、元の集団と同じよう
にペニシリン感受性であることが確かめられている。つまりペニシリンからの生存という
特性は遺伝しておらず、この点で抗生物質耐性の変異株とは異なっている。そのため抗生
物質に対して抵抗性を持つ菌を耐性変異株と区別して persisters と名付けた。Keren らは感
染症の難治化の原因として再度 persister に注目し、この現象がペニシリンと Staphilococcus
に特異的ではなく、Escherichia coli にも存在することを 2004 年に示した(2, 3) (図 1.1)。
persister はアンピシリン投与後に生き残った E. coli を培養し、アンピシリン投与を繰り返し
ても同程度の割合で生存する細菌が存在する。このことから遺伝しない抵抗性を様々な細
菌が持っていることが再認識された。また、その後の様々な研究から Pseudomonas, 
Mycobacterium, Salmonella, Bacillus などの他の細菌も persister を形成していることが確認さ
れ、persister は細菌に共通する生存戦略の一つであると考えられている(4-6)。 
 persister の存在は 70 年以上前から認識されていたが、その臨床的・生物学的意義の高さ
にもかかわらず、それから数十年もの間 persister のメカニズムは解明されることはなかった。
集団の中の 1%にも満たない細菌だけに生じる反応であるために、表現型を探ることが実験
的に難しいことがメカニズム解明の妨げの原因となっていた。しかしシングルセル観察に
より persister の特徴が明らかになっていくにつれ生物学的な面白さが際立つことになった。 
7 
 
図 1.1 耐性菌と persisterの遺伝しない抗生物質抵抗性の違い(2)，生存した細菌を再培養し
て抗生物質処理しても同程度の細菌数が生き残る。 
 
persistenceと増殖速度 
 Balaban らは 1 細胞を観察し続けられる独自のデバイスを用いることで persister の観察に
成功した(7)。シングルセルがぎりぎり収まるサイズの流路を持つマイクロ流体デバイスの
中で細菌を培養すると、図 1.2 のように流路に沿って細菌が増殖する。このデバイス中で
E. coli を培養し、アンピシリンを加えるとほとんどの菌は死滅するが、ごく一部の菌は生き
残り増殖を再開した。抵抗性を示す菌のアンピシリン投与前を観察すると、他のコロニー
に比べてほとんど増殖していないことが明らかとなった。このことから他の個体が活発に
増殖する培養条件でも persister はなぜか増殖を停止しており、persister の生存は増殖㏿度に
依存していることが広く信じられるようになった。抗生物質は増殖に関わる酵素 (ベータラ
クタム：細胞壁合成、フルオロキノロン：DNA 複製、アミノグリコシド：タンパク質合成) 
を標的としているため、標的の活性が低くなることで生存しやすくなることは理にかなっ
ている。また、抵抗性を示す菌の出現位置には偏りは無く、他の菌による作用や局所的な
環境ストレスがなくとも確率的に休眠状態に入ることが示唆された。その後の研究によっ
て、増殖の抑制は抗生物質抵抗性に必ずしも必要ではないことも報告されているが(8)、増
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殖抑制は persister の重要な指標となっている。 
 この報告によって、生き残る菌が抗生物質に暴露された後に適応しているわけではなく、
抗生物質に曝される以前に他の細菌とは明らかに異なる特性を持っていることが明らかと
なった。増殖は細菌集団の生存にとって必須の反応であり、増殖をしない個体ばかりでは
抗生物質が存在しない環境で生存に不利になる。それにもかかわらず全滅のリスクにあら
かじめ「備えている」点が非常に興味深い。このような表現型レベルの多様性は細菌の
persister に限った特殊な事例ではない。例えばヒトの癌組織では細胞が異常増殖を繰り返す
ことで腫瘍を形成するが、その中にも多様性が存在することが示唆されている(9-12)。細菌
の場合と同じように、癌の腫瘍を抗がん剤で治療する際にも dormant な細胞に対しては治療
効果が薄く、治療が長期化することが問題となっている。この ”dormancy” は Cancer stem 
cell と呼ばれるタイプの異なるがん細胞と関連すると考えられており、ヒトの細胞でも多様
性が生存戦略になっていると考えられる。また、Salmonella typhimurium では一部の個体が
生存だけではなく「分業」とも言える機能を備えている(13, 14)。サルモネラは宿主の免疫
細胞の中で生存・増殖する能力を持つが、増殖せずに宿主の細胞を攻撃して破壊する毒性
の高い「攻撃型」の細菌と、破壊された細胞の内容物を基質として素早く増殖する「増殖
型」の細菌に表現型が分かれていることが示唆されている。現在判明している表現型の多
様性の例はおそらく氷山の一角に過ぎず、多様性を生み出す機構の制御が細菌の工業的利
用のためにも重要になることが予想される。 
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図 1.2 シングルセル観察で明らかとなった persisterの増殖抑制(7) 
 
 Persistence と増殖㏿度が関連付けられた一方で、その後の研究により必ずしも増殖㏿度に
は関係しない persistence の原因がいくつか報告されている。Wakamoto らはシングルセルの
タイムラプス観察から、イソニアジドに生き残る Mycobacterium smegmatis は増殖㏿度には
関係せず、確率的に発現する KatG 遺伝子に依存していることを発見した(15)。イソニアジ
ドはプロドラッグであり、KatG によって活性化される。そのため KatG の活性によって生
存に差が出ると考えられている。その他にも薬剤排出ポンプが生存に関わっていることも
報告されている(16, 17)。多くの細菌は多剤排出に用いられるトランスポーターを持ってい
るが、大腸菌の排出ポンプ遺伝子（TolC-AcrAB）の発現が高い細菌は、増殖を抑制させて
いなくても抗生物質に対して高い抵抗性を持っていることが明らかとなった。以上のこと
から抗生物質に対する生き残りは増殖の抑制による受動的なメカニズムだけでは説明がつ
かず、能動的な薬剤排出などを行っていると考えられる。 
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persisterの定義 
 persister の最も重要な特性は抗生物質に対して生存する点で、集団の一部の細菌がリスク
に備えて特殊な表現型になることが生物学的な面白さであることを述べた。しかし細菌の
生存には、抗生物質の活性の低下、および抗生物質が組織やバイオフィルムの奥まで透過
しないなどの物理的要因、細菌集団全体が抗生物質不応答になること (tolerant) などもある。
全ての研究においてシングルセルレベルの実験をすることは不可能であるため、persister の
定義や評価法が議論されるようになった(18, 19)。最もシンプルな persister の定義とし
て ”biphasic kill curve” による評価が提案されている (図 1.3)。細菌集団に抗生物質を投与し
て生存率を経時的に測定した際に、短い時間で急㏿に死滅する集団 (通常の細菌) とその後
ゆっくりと死滅していく集団 (persister) に分かれる。2 つのフェイズに分かれることが集団
の中に表現型が異なる亜集団が混在していることを示している。一方で生存率が上昇して
いても死滅に必要な時間が増加しているだけの場合には、全く異なる表現型に変化したと
は言えないため tolerant cell として区別する。また、VBNC (Viable but not Culturable) 細菌は
表現型や形成に関わる分子機構が persister と類似していることが指摘されている(20, 21)。
VBNC は細胞膜の構㐀やタンパク質合成の活性は保っているにもかかわらず増殖を行わな
い状態の細菌で、現状では persister との関連はほとんど解明されていない。実験上の区別と
して、persister は容易に再増殖して寒天培地にコロニーを形成し、VBNC は回復がより困難
であるという点で persister とは異なっている。 
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図 1.3 tolerant cellと persisterの違い(18) 
 
1.1.2 persister研究に用いられる手法 
 persister 形成に関わる遺伝子は主に変異株をスクリーニングすることによって明らかに
されてきた。最初に発見された hipA7 mutant は toxin である hipA が過剰に働くことにより
persister の割合が 1,000 倍にも増加する(22)。その他にもトランスポゾン挿入変異株(23)、1
遺伝子欠失ライブラリ (Keio collection)(24)、Expression Library(25)を用いて persister 形成に
関係する遺伝子が調べられた。これらのアプローチでは使用する抗生物質の違いなどによ
って実験のたびに新しい persister 遺伝子が発見されている。 
 しかしその一方で、変異株のスクリーニング手法には限界があることもわかっている。
例えば大腸菌が持つ 3,985 個の ORF（open reading flame）を一つずつノックアウトさせて作
成した単一遺伝子ノックアウトライブラリー (3,985 株) に対して行われたスクリーニング
では、抗生物質処理の後に生存菌数を測定し、persister 形成を引き起こす遺伝子の同定を試
みた(24)。ある単一の遺伝子が persister の形成を引き起こすという仮定の下に実験が行われ
たが、persister の形成が完全に無くなった変異株は存在しなかった(24)。つまり、persister
12 
形成は 1 つの経路、一つの遺伝子に依存するものではなく様々な要因が絡みあって起こる
ということが明らかとなった。そのため persister の中で起こっている遺伝子発現の変化をさ
らに網羅的に調べることが求められている。しかし persister は常に集団の中のマイノリティ
として存在しているため、persister を分離する手法なしには網羅的な解析は難しい。このよ
うな状況を背景として persister 検出・分離の手法が発展し始めた。 
 
抗生物質投与後に溶菌していない細菌の分取 
 まず最初に行われたのは抗生物質投与によって生き残った細菌を persister として分取す
る方法である(3, 16, 26)。高濃度のβラクタム系抗生物質に曝された大腸菌は、60 分程度で
㏿やかに死滅・溶菌する (図 1.4)。しかし長時間処理しても溶菌せずにコロニー形成能を保
持している細菌が存在しており、この亜集団を persister として用いた。トランスクリプトー
ム解析の結果、SOS response、熱ショック、および TA system といった遺伝子の発現に差が
見られた。抗生物質を用いる手法は簡便で特別な装置を必要としないことが利点である。
しかし抗生物質の刺激自体がストレスとなって遺伝子発現を変化させ、persister を形成させ
ることが報告されていることから(27)、抗生物質投与前の自然な表現型の多様性を調べるこ
とはできないと考えられる。また、溶菌していない細菌の中にも persister とは定義の異なる
亜集団である VBNC (Viable but not Culturable) が多量に存在することが示された(28)。 
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図 1.4 アンピシリン処理によって溶菌しない細菌の分取(3) 
 
増殖速度の速い細菌で活性化されるプロモーター 
 persister は他の細菌と比べて増殖活性が低いことに着目した手法も考案されている(29, 
30)。E. coli の 16S rRNA 発現を制御するプロモーター（rrnBP1）は増殖㏿度に伴って活性
化されることが知られている。rrnBP1 下流に GFP を組込むことで、細菌の増殖活性を蛍光
強度によって評価可能である (図 1.5) 。この株を Fluorescence-activated cell sorting（FACS）
を用いて GFP 蛍光強度に基づいてソートしたところ、GFP 蛍光強度が低い分画の細菌
（persister）は GFP 蛍光強度が大きい分画の細菌 (増殖活性の高い細菌) に比べて、オフロ
キサシンに対して 20 倍もの抵抗性を示した。つまり rrnBP1-GFP 株によって persister の選択
的な分取が可能であった。しかし、本検出法では GFP の成熟・分解のタイムラグが存在す
るため、分取する瞬間の活性を評価していないことが問題となっている。 
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図 1.5 増殖が速い細菌で活性化されるプロモーターを用いた persisterの分取(29) 
 
Fluorescence Dilution (FD) 法 
 蛍光タンパク質が細菌の分裂のたびに 2 つの娘細胞に分配されることを利用して細菌の
分裂履歴を検出する方法も知られている(31-35)。本手法では誘導可能なプロモーター（ア
ラビノースで誘導可能な PBAD プロモーターや HSL-LuxR で誘導される lux プロモーター）
の下流から蛍光タンパク質を発現させる株を用いる。誘導剤を含む培地で蛍光タンパク質
を発現誘導した後、誘導剤を除くと蛍光タンパク質の新規発現を止めることができる (図
1.6)。分裂をしていない細菌ではすでに翻訳された蛍光タンパク質がそのまま残留するが、
増殖を行っている細菌では蛍光タンパク質が細胞分裂のたびに 2 つの娘細胞に分割される。
したがって分裂活性の高い細菌ほど 1 細菌あたりの蛍光強度が減少する。本手法でも増殖
期に分裂を行っていない亜集団が検出され、その中には persister が多く含まれていることが
明らかとなった。以上に述べたように抗生物質に対する抵抗性や増殖活性を指標にして
persister を検出する手法が考えられているが、各手法には一長一短があり、分取の効率も低
いことから新たな検出手法が必要とされている。 
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図 1.6 FD法による分裂活性測定(33) 
 
1.1.3 persister形成の分子メカニズム 
 変異株のスクリーニングや、persister 分取後の網羅的な遺伝子発現解析によって、これま
でに多くの persister 形成遺伝子が発見されてきた。persister の形成メカニズムは多岐にわた
っているが、ここでは特に重要ないくつかのメカニズムについて述べる。 
 
Toxin-Antitoxin (TA) system 
 休止化との関連が最もよく報告されているメカニズムは TA system である。TA システム
は細菌の成長の抑制や細胞死を調節する遺伝子群で、大腸菌は少なくとも 36 の toxin を持
っていることが知られている。細菌内では安定な toxin と比較的不安定な antitoxin が常に発
現しており、通常時には toxin と antitoxin が結合することによって不活性な状態になってい
る (図 1.7)。しかしストレス応答によって不安定な antitoxin が分解されると、遊離した toxin
が mRNA の分解や細胞膜の損傷をさせることで成長抑制を起こす(36)。初めて発見された
persister の割合が増加する変異株は TA system の一つである hipA に変異を持っていた。本株 
(hipA7 mutant) は hipA の機能向上により persister が 1,000 倍増加することが知られている
(37)。また、抗生物質で溶菌しなかった細菌に対して行われたトランスクリプトーム解析か
らも persister で TA system が高発現していることが明らかとなっている(3, 16, 38)。異なる
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toxin 遺伝子はそれぞれに異なる標的を持っており、persister 形成に対する重要性もまちまち
であることが示唆されているが、少なくとも複数の TA system をノックアウトさせることで
persister が減少することは明らかとなっており(39-41)、TA system によって persister が形成
されることが示されている。 
 
図 1.7 TA systemの制御モデル(36) 
 
Stringent response 
 ppGppによって誘導される stringent response (緊縮応答) も persister形成の主要なメカニズ
ムと目されている。緊縮応答は炭素・窒素・リン・鉄・脂肪酸の飢餓状態や熱ストレスな
どによって起こるストレス応答で、代謝活性や生存に関わる多数の遺伝子制御を担ってい
ることが知られている。ppGpp は relA と spoT という遺伝子によって合成されるが、この 2
つの遺伝子を欠失した株では persister の形成が抑制される(42-46)。例えば E. coli や P. 
aeruginosa では relA/spoT の欠損によってバイオフィルムや定常期・対数増殖期の細菌集団
の抗生物質抵抗性が下がることが報告された (47-49)。また、グラム陽性菌である
Enterococcus faecalis や Staphylococcus aureusの persister形成にも影響していることが示され
ている(50, 51)。シングルセルレベルで緊縮応答の発現を観察した研究では、対数増殖期の
細菌集団でも一部の細菌が他の細菌とは全く異なるレベルの緊縮応答を発現していること
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が明らかとなっており、この細菌が増殖の抑制および抗生物質に対して生存していること
が報告された。このことからも緊縮応答が persister 形成の trigger になっていると考えられ
る。 
 ppGpp と TA system は互いに影響を与え合っている (図 1.8)。休止化につながるシグナル
経路では、TA systemの一つであるhipAが発現するとGltXのリン酸化が抑制される(52-57)。
その結果、アミノ酸がチャージされていない tRNA が増加し、アミノ酸の枯渇ストレスの影
響で緊縮応答が活性化される。ppGpp が発現した後になぜ persister が形成されるのかは未だ
完全に解明されてはいないが、persister が形成される。また ppGpp は Lon protease を活性化
させることで antitoxin の分解を引き起こし、toxin を遊離させる。ppGpp と TA system の間
にはこのようなポジティブフィードバックが存在するために、一度刺激が加わるとシグナ
ルが増幅され、表現型の大きな変化に至ると考えられている。 
 
 
図 1.8 緊縮応答に始まる persister形成サイクル(52) 
 
活性酸素 (ROS) に対する応答と DNA損傷の防御 
 Wu らは低濃度の Paraquat 処理で生じる ROS に対する応答がキノロン系抗生物質に対す
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る persister を誘導することを示した(58)。彼らは paraquat 投与で間接的に排出ポンプの発現
が亢進することを明らかにしており、ROS に対するストレス応答が persister を生み出すこ
とが示唆されている。一方で ROS 自体は細胞障害性があり、高濃度の ROS 存在下では細菌
が死滅することが知られている。collins らの研究ではどのタイプの抗生物質でも ROS 産生
を誘導することを示し、ROS が抗生物質の共通する殺菌機序であることを報告した(59-62)。
後の研究ではROSを介した殺菌はMIC以下の低濃度の抗生物質濃度に限られた現象である
ことが指摘され、議論を呼んでいる(63, 64)。抗生物質の殺菌機序は ROS を必要としないか
もしれないが、Antibiotics と Antioxidants の相互作用はいくつもの例が報告されている。特
に細菌や酵母のバイオフィルム中の persister に注目すると、細菌内の ROS を低く保つよう
な代謝が persistence に重要であることが報告されている(65, 66)。persister のメカニズムの一
つとして注目されている ppGppもバイオフィルム中のROSを低く保つはたらきがある(48)。
以上のことから ROS に対する応答はストレス環境の persister において重要な働きを持つと
考えられる。 
 
代謝の恒常性 
 persister の形成に影響を与える変異株のスクリーニングでは TA system だけではなくいく
つかの代謝遺伝子 (電子伝達系、TCA サイクル、glycerol-3-phosphate dehydrogenase, glpD 等) 
も発見されてきた(25, 30, 67-69)。代謝の異常は様々な面で細菌に影響を与える。まず一つ
は、当然のことながらエネルギー産生で、ATP のレベルの低下が persister 形成を誘導するこ
とも報告されている。さらに TCA 活性の低下やそれによって起こる電子伝達系の活性の低
下は ROS の産生にも影響する。好気的な呼吸では酸素を最終電子受容体として用いている
が、副産物として常に ROS を発生させている。上記のように ROS に対する応答は persister
の生存に関わるため、この点でも persister に対する影響が考えられる。また、アミノグリコ
シドの細菌内への取り込みはプロトン駆動力に依存しているため、呼吸活性が低い細菌を
19 
殺菌することが難しい(70, 71)。しかし代謝遺伝子の影響は遺伝子発現を操作した変異株や、
周囲の環境を人工的に変化させた実験しか報告されていないため、自然な環境下で代謝が
persister 形成の原因になっているのかという点が疑問視されている。 
 
Multidrug efflux pumps 
 Pu らは蛍光化合物で標識された抗生物質で細菌を処理した際に persister には抗生物質が
蓄積していないことに着目し、生存には薬剤排出ポンプが関係していることを示した(16)。
大腸菌はいくつかの排出ポンプを保有しているが、主要な構成タンパク質である TolC を欠
失させると、persister が減少した。さらに TolC を蛍光タンパク質で標識することで排出ポ
ンプの発現レベルを可視化し、排出ポンプが高発現している一部の細菌を FACS によって分
取した。その結果 TolC の発現レベルと生存率には相関があり、排出ポンプが TA system よ
りも persister の生存に重要であることを示した。以上のように persister を形成する様々なメ
カニズムが知られている一方で (図 1.9)、単一の遺伝子欠失株のスクリーニングではいずれ
の遺伝子も persister の根絶には繋がらなかった。したがってこれらの多様な経路によって
別々に persister が形成され得ることは明らかである。 
 
 
図 1.9 persister形成を引き起こす経路の例(5) 
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なぜ一部の細菌が他と全く違う表現型になるのか？ 
 どの遺伝子の発現が persister 形成に関わっているのかだけではなく、なぜその遺伝子が一
部の細菌でのみ働き、全く異なる表現型を生むのかも興味深い。まず前提として、ppGpp
などではシングルセル観察で一部の細菌だけが強く、周囲の細菌とは全く異なるレベルの
発現をしていることが明らかとなっている。このような発現を”bistable” と呼んでいる。遺
伝子の発現の際は常にある程度の誤差が生じているが、一般的な遺伝子ではその誤差は一
時的なもので、細菌ごとに差も生じにくい。つまり bistable な発現を示すためには、誤差を
増幅し、安定化するシステムが必要だと考えられる。これまでにある種のフィードバック
ループが存在すると bistable な遺伝子発現が可能であることが報告されている(72-75)。例え
ば自身へのポジティブフィードバックループでは一度発現してしまえばシグナルが増幅さ
れ続けるため一部の細菌だけが強い発現を示し得る。また複数の遺伝子が互いにネガティ
ブフィードバックを形成する場合にも bistable になる (図 1.10)。この場合にはどちらかが一
度優勢になると他方を抑制して安定化するため、遺伝子 1 が高発現している状態も遺伝子 2
が高発現している状態も安定な状態になる。TA system では ppGpp を介したポジティブフィ
ードバックがあり、数理モデルによっても bistable な発現をすることが示された(76-78)。ま
た、ppGpp も RNAP, SpoT のネガティブフィードバックによって bistable になると考えられ
ている。代謝やその他のストレス応答では影響が広範囲であるため、現在、bistable になる
経路が存在するかはよくわかっていないが、persister 関連遺伝子は何らかのフィードバック
によって bistable な発現をすると考えられる。 
 
図 1.10 bistableな発現になるフィードバックの例(73) 
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1.1.4 persisterの多様性 
 これまでの研究により persister 形成は多様なメカニズムによって誘導されることが明ら
かとなった。この多様な経路は異なるストレスに応答して活性化するという仮説が立てら
れている。例えば persister 形成メカニズムの有力な遺伝子である TA system も常に重要なわ
けではなく、Staphylococcus aureus や E. coli でさえも培養環境によっては persister 形成
に影響しない。Balabanらは初期の研究で大腸菌のpersisterの中には三つの異なる表現型、
すなわち 1) 通常の細菌、2) 定常期に生じるタイプ I persister、3) 常に継続的に生じるタ
イプ II persister が存在することを示唆していた(7)。その後定常期の影響だけではなく、酸
性ストレス、炭素源の変化、また抗生物質処理さえも異なるタイプの persister を誘導する
ことが知られている(27, 44, 79-81) (図 1.11)。 
 このように persister の中でさえも多様性が存在することは 2 つの問題があることを示し
ている。一つは実験上の問題で、異なる研究室で培養条件や抗生物質処理の条件が異なっ
ている場合に実験結果が再現されないという点である。これまでにノックアウトすると
persister が減少することが示された遺伝子であっても、培養時間や使用する抗生物質の違
いによって persister 減少効果は異なっており、重要度をランキングするような研究も報告
されている(30, 82, 83)。また、cAMP などの一部の例では、cAMP のシグナルが persister
を減少させるのか増加させるのか真逆の結果も報告されている(44, 84)。このような再現性
の無さの原因は実験条件の差だと考えられており、統一した実験手法が必要だが、現在の
ところスタンダードな手法は定まっていない。もう一つは臨床的な問題で、細菌の感染時
にはバイオフィルム形成や宿主の免疫システムによって、飢餓状態、嫌気、酸性などのス
トレス環境に曝される。研究室の環境だけで persister 形成のメカニズムを調べていても、
実際の環境でそのメカニズムが働いているかは定かではない。周囲の環境と persister 形成
メカニズムの関係はほとんど報告がないが、感染症治療の改善のためにはストレスが与え
る影響についても着目する必要があると考えられる。 
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図 1.11 多様な要因によって形成が誘導される persister、特別な要因が無い環境でも内在性
の遺伝子発現のノイズによって persisterは常に形成される①。さらに、栄養や酸素の枯渇な
どの環境ストレス②、Quorum Sencing による高菌体密度の感知③、バイオフィルムの形成
による表現型の変化④、マクロファージに貪食された際の酸性環境⑤によって persister形成
割合が増加する。 
 
1.2 研究目的 
 以上の既往研究を総括すると、persister 研究には 3 つの課題が残されている。①集団の一
部にしか存在しない細菌を標的とするため利用可能な実験手法が限られている。検出や分
取の技術が開発されているものの十分に機能しているとは言えない。②多様な経路によっ
て形成されるが、一部しかメカニズムが解明されていない。③多様なメカニズムは環境に
よって影響を受け、異なるタイプの persister が形成されることが示唆されているが、培養環
境と形成メカニズム、表現型の関係はほとんど報告がない。 
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1.3 本論文の構成 
 本論文では各問題に対する研究成果を述べる。第二章で新規な persister 検出手法の開発、
第三章では ldhA を介した persister 形成メカニズムの発見、第四章では環境ストレスと
persister 形成メカニズムの相関解析について述べ、第五章で全体を総括する。 
24 
第二章 persisterの新規検出法の開発 
2.1 序論 
 persister は常に集団の中で少数派の亜集団であることが特徴としてあげられる。そのこと
が原因で既往の研究では集団全体の平均値を調べるような代謝の測定や網羅的な遺伝子解
析などの手法を用いることができなかった。そこで本研究では、まず persister を検出する手
法を開発することで、persister だけを集団から分取し、解析することを目的とした。 
 既往研究から persister は分裂活性がほとんどないことが知られている。そこで、細菌の細
胞分裂を検出の標的と定め、細胞分裂時に特徴的な重合反応をする FtsZ に着目した。FtsZ
は細菌に幅広く保存されている細胞骨格タンパク質であり、通常時は個々の分子が重合阻
害分子 MinC によってある程度の距離を保って細胞膜上にらせん状に存在しているが(85, 
86)、細胞分裂時には分裂面で重合し Z-ring を形成する (図 2.1, a)。この Z-ring 構㐀を検出
することで細胞分裂を検出することができると考えた。そこで、Z-ring の形成を蛍光共鳴エ
ネルギー移動 (Fluorescence Resonance Energy Transfer; FRET) で検出するシステムを開発し
た (図 2.1, b)。FtsZ の N 末端および C 末端に黄色蛍光タンパク質 (mYPet) および青色蛍光
タンパク質 (mCyPet) をそれぞれ融合した遺伝子 (YFC) をプラスミド上で構築し、大腸菌
に形質転換する。融合タンパク質は休止期には CFP の蛍光しか発しないが、分裂時の Z-ring
形成の際に CFP と YFP の距離が近傍に位置することによって FRET を起こす。この FRET
のシグナルに基づいて細菌の分裂活性を評価し、persister を選択的に分取することが可能に
なると考えられる。また、FRET の他に Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) も
検討する。BiFC はタンパク質の相互作用解析に用いられる手法で、1 つの蛍光タンパク質 
(本研究では EGFP) を 2 つに分割する。それぞれの EGFP 断片は蛍光を発しないが、両者が
近傍に位置して結合した時は完全な高次構㐀が形成され蛍光を発する(87, 88)。BiFC は 1 つ
の蛍光タンパク質しか使用しないため、FRET と比べて励起・蛍光波長が単純であること、
高いシグナル/バックグラウンド比が達成できるなどの利点がある。 
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図 2.1 persister検出の概要, (a) FtsZのふるまい, (b) YFCは重合時に FRETを起こす 
[参考文献(89)] より転載、一部改変  
(a) 
(b) 
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2.2 実験方法 
2.2.1 使用菌株と培養条件 
 Z-ring 検出のためには細菌内の FtsZ を全て融合タンパク質に置き換える必要があるため、
染色体の FtsZ の発現を lac プロモーターで調節可能な大腸菌株 VIP205 を用いた。本実験で
用いた株およびプラスミドを表 2.1 に示す。細菌は LB 培地を用いて 37℃で振盪培養した。
また必要に応じて以下の抗生物質を加えた：100 µg/ml Ampicillin (amp)，30 µg/ml 
Chloramphenicol (CP), 10 µg/ml gentamycin (Gm), 20 µg/ml Kanamycin (kan)。 
 
 表 2.1 実験に使用した菌株およびプラスミド 
Strain or Plasmid 備考 
E. coli strain 
 
JM109 ECOSTM Competent E.coli JM109 (ニッポン・ジーン)  
 VIP205(90) 
araD139, D(ara-leu)7697, D(lac)X74, galU, galK, rpsL, 
ftsZ::kan-T4-Laclq-ptac-ftsZ 
Plasmid 
 pBAD24 Ampr; arabinose-inducible expression plasmid 
 pET15b_mYPet Ampr; pET15b derivative, mYPet(91) 
 pET15b_mCyPet Ampr; pET15b derivative, mCyPet(91) 
 pCA24N_FtsZGFP CPr; ASKA clone(92) 
 pBAD24_YFC mYPet, mCyPet を FtsZ の両端に挿入 
 
pBAD24_BiFC1 EGFP 断片を FtsZ の両端に挿入 (アミノ酸配列 1-154, 155-238) 
 
pBAD24_BiFC2 EGFP 断片を FtsZ の両端に挿入 (アミノ酸配列 1-154, 173-238) 
 pBAD24_BiFC3 EGFP 断片を FtsZ の両端に挿入 (アミノ酸配列 1-172, 155-238) 
 
pBAD24_BiFC4 EGFP 断片を FtsZ の両端に挿入 (アミノ酸配列 1-172, 173-238) 
  pBAD24_BiFC5 EGFP 断片を FtsZ の両端に挿入 (アミノ酸配列 1-174, 175-238) 
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2.2.2 プラスミドの構築 
pBAD24_YFC 
 FtsZ は細菌の分裂に必須のタンパク質であるため、その発現量は慎重に決定しなければ
ならない。そのために融合タンパク質 YFC を pBAD24 に導入した。pBAD24 はアラビノー
スプロモーター (PBAD) を持っており、アラビノースの濃度により低発現領域で発現量の調
整が可能である。pBAD24 を制限酵素 EcoRI, HindIII で処理した後、PCR で増幅した YPet
断片, FtsZ断片, CyPet断片を In-Fusion® HD Cloning Kit (TaKaRa, Tokyo, Japan) を用いてクロ
ーニングを行った。各蛍光タンパク質と FtsZ の間には 57 nt のリンカーを挿入するように設
計した。作成したプラスミドを JM109 に導入し、プラスミドの配列を確認した後、完成し
たプラスミドを再度精製して VIP205 に導入した。本研究で用いたプライマー配列を表 2.2
に示す。形質転換した VIP205_pBAD24YFC グリセロールストックを作成し、-80°C で保存
した。 
pBAD24_BiFC 
 pBAD24_YFC と同様の方法で作成した。pBAD24 を EcoRI, HindIII 処理することで直
鎖ベクターを、pCA24N_FtsZGFP から PCR によって FtsZ および 2 つに分割した GFP 断
片を得た。GFP 断片は既往の研究を参考に、図 2.2 に示す 5 つの設計を検討した。EGFP
の全 238 アミノ酸のうち 155 または 173 の位置で分割した断片が機能することが既往研究
で確かめられている。本研究では配列の欠失と重複がある断片のセットも同時に構築し、
蛍光の OFF/ON 効率を検討した。ぞれぞれの断片を混合し、pBAD24_YFC の構築と同様に
Infusion cloning を行った。作成したプラスミドを JM109 に導入し、プラスミドの配列を確
認した後、完成したプラスミドを再度精製して VIP205 に導入した。形質転換した
VIP205_pBAD24BiFC1~5 のグリセロールストックを作成し、-80°C で保存した。 
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図 2.2 BiFCに用いた GFP断片の設計 
 
表 2.2 プラスミド構築・確認用プライマー配列 
名前 sequence (5' - 3') 
if_YFP_f_24 CTAGCAGGAGGAATTCACCATGGTGAGCAAAGGCGAAGAGCT 
if_YFP_r_24 CACTAGTCTTATAGAGCTCGTTCATGC 
if_FtsZ_f_24 TCTATAAGACTAGTGTGAGAGGATCTCACCATCACCATCACC 
if_FtsZ_r_24 GCGGCCGCATAGGCCATCA 
if_CFP_f_24 GGCCTATGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGC 
if_CFP_r_24 CAAAACAGCCAAGCTTTTAGCGGCCGCCTTTGTACAGTTC 
BiFC_1GFP173_f2 caggaattcggtaccAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGG 
BiFC_1GFP173_r2 caaaacagccaagcttTTATCCATCTTCAATGTTGTGGCGAA 
1GFP155_R caaaacagccaagcttTTATGCCGTGATGTATACATTGTGTGAG 
155GFP238_F ctagcaggaggaattcATGGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCT 
1GFP173_R caaaacagccaagcttTTATTCAATGTTGTGGCGAATTTTGAAGTT 
173GFP238_F ctagcaggaggaattcATGGATGGATCCGTTCAACTAGCAGAC 
pBAD_f CTGTTTCTCCATACCCGTT 
pBAD_r CTCATCCGCCAAAACAG 
FtsZ_f GCCTTTGAACCAATGGAACTTAC 
FtsZ_r CAACTTCTGGATTAGCGCCAGC 
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2.2.3 顕微鏡観察 
 構築した細胞株の FtsZ 特異的な蛍光を共焦点レーザー走査型顕微鏡 FV1000 (Olympus, 
Tokyo, Japan) を用いて観察した。FRET 蛍光は CFP を励起させるために 440 nm レーザーを
使用し、BiFC の検出には 473 nm レーザーを使用した。細菌はアラビノースを含んだ LB 培
地で一晩培養し、MilliQ で洗浄したのち、スライドガラス上で乾燥させた。 
 Z-ring 形成の際の蛍光を生細菌でタイムラプス撮影をするために、Modified Agar Pad
を使用した(93)。この方法は細菌をアガロース寒天培地で押さえつけることで、細菌を生き
たまま同視野で観察するために用いられる。LB 培地に 1% SeaPlaque™ アガロース (Lonza, 
Basal, Switzerland) を加え、電子レンジでアガロースを溶解させた。一方で菌体懸濁液を
ガラスボトムディッシュに加え 10 分静置した。懸濁液を静かに除き、底部に付着した細菌
を動かさないように静かにアガロース入り LB 培地を加えた。常温でアガロースがゲル化す
ることを確かめ、観察に用いた。 
 
2.2.4 qRT-PCRによるプロモーター活性の評価 
 構築したマーカー株の FtsZ の発現量制御の効率を確かめるために、qRT-PCR を用いて
FtsZおよびYFPのmRNAを定量した。qRT-PCRに用いたプライマーの配列を表 2.3に示す。
染色体の野生型 FtsZ だけが発現する場合 YFP は検出されず、YFC だけが発現する場合 FtsZ
と YFP の発現量は等量になると考えられる。VIP205_YFC 株を定常期まで培養し、
PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser (TaKaRa) を用いて逆転写反応を行った。qPCR
には StepOnePlus と SYBR® Fast qPCR Mix (TaKaRa) を用いた。同一サンプルの FtsZ と YFP
の発現量を比較するために絶対定量を行った。YFP-FtsZ-CFP の cDNA 配列を PCR によって
増幅して精製することで既知濃度のコントロールを作成し、段階希釈したコントロールを
用いて検量線を引いた。VIP205-YFC の cDNA に含まれる FtsZ および YFP の配列を定量し
て、発現量の比を算出した。 
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表 2.3 qRT-PCRに用いたプライマーの配列 
名前 sequence (5' - 3') 
qYFP_f2 GAGGGCATGAACGAGCTCTAT 
qYFP_r2 GGTGATGGTGATGGTGAGATCCTC 
qftsZ_f (94) ATGGAACTTACCAATGACGCG 
qftsZ_r(94) TCAACACCTTCAATGCGCTC 
 
2.2.5 FACSを用いた persisterの分取 
 VIP205_YFC, VIP205_FtsZBiFC をアラビノース存在下で一晩培養した。培養液を遠心 
(13000 rpm, 2 min) して上清を除き、等量の PBS に置換した。セルストレーナーを用いて凝
集体を除いた後、セルソーターAriaII (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) を用いて解析し、
FRET 蛍光、GFP 蛍光、FSC を測定した。本研究に用いた検出系では分裂細菌は FRET 蛍光
強度が大きく、persister は蛍光強度が小さいエリアに分けられると考えられる。そのため
VIP205_YFC 株では CFP/YFP の FRET 蛍光強度によって、VIP205_FtsZBiFC 株では GFP 蛍
光強度によってフラクションを決定し、それぞれの細菌集団を分取した。シングルセル状
態で細菌をソートするため、Flow rate を 1、イベントレートを 1,000 evt/sec になるようにサ
ンプルを希釈した。ソートする細菌は、あらかじめ PBS を加えた滅菌済みのチューブに分
取した。 
 
2.2.6 抗生物質抵抗性試験 
 FACS で分取した細菌集団、もしくは液体培養した細菌の抗生物質抵抗性を、抗生物質オ
フロキサシン処理後の CFU によって評価した。細菌懸濁液に終濃度 5 µg/mL のオフロキサ
シン (OFLX) を加え、37°C で 3 時間培養した。その後培養液を遠心して OFLX を含む培
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地を除き、PBS に懸濁した。適切な濃度まで段階希釈したのち LB 寒天培地に播種し、16
時間、37°C で培養した。形成したコロニーを測定して生存菌数とした。OFLX 投与開始
時点での CFU も同様にコントロールとして計測し、OFLX 処理の CFU をコントロール
CFU で除した値を Survival rate として算出した。 
 
2.2.7 Fluorescence Dilution (FD) 
 FD 法(31, 32)を用いることで、分取後の細菌の分裂活性を調べた。VIP205_YFC を 0.01％
アラビノースを含む LB 培地で、37 °C で一晩培養した。遠心 (15000 rpm, 1 min) して培地
を除き、新たに 30 µM IPTG を含む LB 培地に懸濁した。この条件では染色体の FtsZ が働く
ことで細菌の分裂は正常に行えるが、新たに蛍光タンパク質が発現しないため、すでに合
成された YFC 融合タンパク質が分裂とともに細菌の中で希釈される (図 2.3)。培地を置換
した瞬間を 0 時間として、経時的にフローサイトメーターを用いて YFP の蛍光強度を測定
した。蛍光強度の減少率によって VIP205_ pBAD24YFC の増殖活性を評価した。 
 
 
図 2.3 Fluorescence Dilution法の原理と実験条件 
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2.3 実験結果 
2.3.1 プラスミドの構築 
 YFC 融合タンパク質を発現させるプラスミドを構築し、VIP-205 株に導入した。通常、細
菌内の FtsZ の量は高度に制御されていると考えられるため、最適なアラビノース濃度を検
討した。異なるアラビノース濃度 (0.001~0.1%) で VIP205_pBAD24YFC を培養し、細菌の
形態から最適なアラビノース濃度を 0.01％とした。 
2.3.2 VIP205_YFCの観察 
 VIP205_YFC を共焦点レーザー走査型顕微鏡で観察した。菌体全域において CFP の蛍光
が観察された。特に分裂中の細菌に注目すると Z-ring が形成されていると考えられる菌の
中心部分において特異的な FRET の蛍光を発していた (図 2.4)。また、細菌の形状について
は、FtsZ が過剰発現されると菌体が異常に伸長することが知られており、FtsZ の発現量を
コントロールすることが重要であることが示唆されていた(95, 96)。しかし VIP205_YFC の
菌の形態は野生型と変わらなかった。以上のことから構築した融合タンパク質 YFC は、FtsZ
の持つ分裂の機能を保ちながら、理論どおりの蛍光を持っていると考えられる。 
 
 
図 2.4 VIP205_pBAD24YFCの観察：青色が CFP、赤色が CFP/YFP FRETを表す, [参考文献
(89)] より転載 
1.0 μm10 μm
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2.3.3 YFC融合タンパク質の分裂および増殖への影響 
 観察の結果から Z-ring 特異的な FRET の蛍光が確かめられた。しかし FtsZ タンパク質の
両端に蛍光タンパク質を融合させることで通常通りの機能を保てなくなる可能性があった。
FtsZ は分裂に必須の細胞骨格タンパク質であるため、このタンパク質の機能異常は細菌の
分裂異常を引き起こし、ひいては persister の形成にも影響を与えてしまうことが予想された。
そこで構築した YFC が蛍光タンパク質融合前の VIP205 株 (便宜的に WT と呼ぶ) の FtsZ
と同じように機能しているかを調べた。まず、増殖曲線を測定した (図 2.5)。WT と
VIP205_YFC の増殖を比較すると 0~5 時間の対数増殖期で活発に増殖しており、融合タンパ
ク質 YFC を発現させても増殖の阻害は見られなかった。定常期では最終的な OD600 nmが約
10%減少したが、この原因は分かっていない。 
 
 
図 2.5 YFCを発現している状態でも細菌が増殖することが可能 
 
 YFC 発現による細菌の分裂・増殖に対する影響をさらに調べるため、コロニー形成能の
評価もおこなった。FtsZ は大腸菌の生育に必須の遺伝子であるため、FtsZ が発現しない条
件ではコロニーを形成することができない (図 2.7, a)。誘導剤を加えない培地でコロニー形
成が見られないことは染色体やプラスミドの FtsZ 発現の制御が十分に機能していることを
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示している。培地に IPTG を加えて染色体由来の FtsZ を誘導すると、細菌の分裂能力が回
復した結果検討した 24 クローンの内 21 クローンがコロニーを形成した (図 2.7, b)。また、
アラビノースを加えて融合タンパク質 YFC を発現させた場合も分裂能が回復し、24 クロー
ン全てがコロニーを形成した (図 2.7, c)。この結果から、YFC 融合タンパク質は本来の FtsZ
と同様に、分裂の機能を保っていることが示唆された。また、一部のクローンでは IPTG 含
有培地でのコロニー形成が回復しなかったため、IPTG およびアラビノース含有培地双方で
増殖できる株を選択し、今後の実験に用いた。 
 
 
図2.7 VIP205_pBAD24YFCのコロニー形成, (a) 0.2% glucose, (b) 30 µM IPTG + 0.2% glucose, 
(c) 0.01% arabinose 
 
 これまでの検討から、YFC は細菌の分裂を担う FtsZ の機能を保っており、分裂や増殖に
影響を与えていないことが示唆された。さらに染色体の FtsZ と蛍光タンパク質が融合して
いる FtsZ (YFC) の 2 つの配列の発現が適切に制御されているかを確かめた。2 つの FtsZ 配
列の制御が働かず意図していない FtsZ が発現した場合には、蛍光のバッククラウンドの増
加や FRET 効率の低下につながると考えられる。そこで VIP205_YFC 株をアラビノース存
在下、あるいは IPTG 存在下でそれぞれ培養し、FtsZ 発現制御の効率を qRT-PCR によって
測定した。培養した細菌から RNA を抽出し、FtsZ および YFP の配列を絶対定量した。染
色体由来の FtsZ だけが発現していれば FtsZ:YFP=1:0、プラスミド由来の FtsZ (YFC) だけが
発現していれば FtsZ:YFP=1:1 になると考えられる (図 2.6, a)。 
(a) (b) (c) 
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 絶対定量の結果を FtsZ の発現量が 1 となるように標準化して YFP 発現量と比較した (図
2.6, b)。アラビノースを含む培地で培養した VIP205_YFC は FtsZ と YFP が 1:1 で発現して
いた。染色体のリークがあるとすれば FtsZ の比率が高くなると考えられるため、染色体の
リークは少なくプラスミド由来の YFC が発現していることが示唆された。また、IPTG を含
む培地で培養した場合、FtsZ に比べて約 1%の YFC が発現していた。プラスミドから漏れ
出る YFC の量は誘導した場合に比べて十分に小さく、顕微鏡やフローサイトメーターの解
析に影響を与えないと結論付けた。VIP205 の WT、野生株の MG1655 では YFP はまったく
検出されなかった。以上の検討結果から、YFC は細菌の分裂に影響を与えていないことが
示唆され、蛍光検出に用いることが出来ると考えた。 
 
 
図 2.6 FtsZおよび YFPの定量, (a) 理論値, (b) それぞれの菌株の FtsZ, YFP mRNA発現量 
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2.3.4 VIP205_pBAD24BiFC1-5の観察 
 VIP205_FtsZBiFC 株を定常期まで培養し共焦点レーザー走査型顕微鏡で観察した (図 2.8)。
BiFC 株は Z-ring を形成していない細菌では無蛍光になると考えられるため、核酸染色剤で
ある 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) を用いて全菌を染色して細菌の形態を評価した。
まず BiFC1 および 3 では 100 µm を超えるほど菌体が顕著に伸張していた。これは FtsZ が
機能していないときに特徴的な現象だと考えられ、アラビノース濃度を低く変更しても培
養を続けると菌体は伸長した。他の株では YFC で検討したアラビノース濃度 0.01％を用い
ることで菌体の伸長は見られなかった。次に BiFC 蛍光に着目すると、BiFC1, 2, 4 ではまっ
たく蛍光が観察できなかった。BiFC3 では伸張した菌体に点状の蛍光が観察されたため
BiFC が Zring 特異的に機能していると考えられる。BiFC5 においても緑色の蛍光が観察で
きた。BiFC3 に比べると菌体の全体で蛍光を発しており、バックグラウンド蛍光が観察され
た。しかしそれぞれの菌に注目すると菌体の中心部分でより強い蛍光を発しているため、
BiFC が機能していると考えられる。 
 
 
図 2.8 菌の形態と Z-ring特異的な BiFC蛍光、青色蛍光は DAPI (全菌) 染色を緑色蛍光は
BiFCの蛍光を示す (a,f) BiFC1, (b,g) BiFC2, (c,h) BiFC3, (d,i) BiFC4, (e,f) BiFC5 
 
(a) (b) (c) (d) (e)
(f) (g) (h) (i) (j)
10µm
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2.3.5 融合タンパク質 FtsZBiFCの分裂への影響 
 FtsZBiFC の蛍光が確かめられたため、FtsZBiFC の分裂への影響を調べた (図 2.9)。WT
の増殖㏿度と VIP205_FtsZBiFC1-5 の増殖㏿度には大きな差はなかった。形態の評価では
BiFC1, 3 は分裂活性が無くなっていることが示唆されたが、成長は止まっていないと考えら
れる。既往研究におけるグラム陽性菌の Bacillus subtilis や Staphylococcus aureus の結果で
は分裂が阻害された場合何らかのフィードバック (“Failsafe” mechanism) が働き 5 時間程度
で増殖が停止することが知られている(96)。その後コロニー形成は 10-5 に落ちるにもかかわ
らず、細胞膜の構㐀 (PI による死菌染色) や代謝活性 (MTT assay) は 50~90%保っているこ
とから VBNC 様の状態になっていることが示唆されている。本研究の大腸菌では融合タン
パク質誘導後 7 時間の培養では増殖、つまり菌体の成長を野生株と同様に行なっていたた
め (図 2.9)、グラム陽性菌が持つ増殖の停止フィードバックを持っていないのかもしれない。
また、顕微鏡観察で菌体の異常が見られなかった FtsZBiFC2,4,5 についても野生株と増殖㏿
度は変わらなかった。以上のことから FtsZBiFC は少なくとも菌体の成長には影響を与えて
いないことが明らかとなった。 
 
 
図 2.9 FtsZBiFCは 7時間の培養では成長に影響を与えない 
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BiFC株のコロニー形成 
 FtsZBiFC は増殖には影響を与えていなかったが、形態観察からは分裂異常が示唆されて
いた。そこで FRET の VIP205_YFC 株と同様にコロニー形成能によっても FtsZ の機能を評
価した。VIP205_FtsZBiFC 株をアラビノース存在下で定常期まで培養した菌を 1000 倍希釈
して、IPTGまたはアラビノース含有LB寒天培地に播種した (図2.10)。まずBiFC5では IPTG, 
アラビノース含有培地ともにコロニーが形成されており、FtsZBiFC が分裂の機能を保って
いることが示唆された。BiFC2, 4 は細菌の形態から FtsZ_BiFC が機能しているのではないか
と考えていたが、アラビノース含有培地でコロニーをほとんど形成しておらず、FtsZBiFC
の機能異常により細菌の増殖が阻害されることが明らかとなった。また、BiFC1, 3 では IPTG
含有培地でもコロニーは形成されず、死滅もしくはグラム陽性菌の例のように VBNC 状態
になっていることが示唆された。 
 
 
図 2.10 BiFC株のコロニー形成 
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BiFC3 BiFC4
+ara+IPTG +ara+IPTG
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BiFC5
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 BiFC1~5 に関して検討した結果を図 2.11 にまとめた。Z-ring 特異的な蛍光を発しているの
は BiFC3, 5 のみだった。FtsZ の機能としては、BiFC1, 3 は増殖曲線から成長はしているも
のの、分裂ができないために菌体が異常伸長して定常期では死滅もしくは VBNC 状態に陥
っていた。FRET と比較して FtsZ の機能異常が頻繁に見られたのは、BiFC では分割された
蛍光タンパク質断片の結合が不可逆的に起こることが原因として考えられる。Z-ring 形成時
に近傍に位置する FtsZ 同士が結合してしまうことで、分裂の際の ring が小さくなっていく
動きを阻害してしまったものと予想される。 
 BiFC2, 4 は菌の形態と増殖曲線からは分裂していることが示唆されたが、コロニー形成が
確認できなかった。BiFC5 は非特異的なバックグランド蛍光が観察されたもののコロニー形
成能を保っている唯一の株となった。特異的な蛍光を発する BiFC3, 5 に注目することを決
めた。BiFC3 が VBNC 状態になっているのか、persister と VBNC の関係などは非常に興味
深いが、本研究では当初の計画通り persister の分取を目指すこととした。 
 
 
図 2.11 BiFC株の機能まとめ 
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2.3.6 FACSによる解析と分取した細菌の抗生物質寛容性の評価 
 構築した VIP205_pBAD24YFC を FACS によって解析した (図 2.12a) 。測定するパラメー
タは FRET の蛍光と前方散乱光 (Forward Scatter, FSC) とした。FSC は細菌の大きさの指標
となる。FRET の蛍光は細菌ごとにばらつきが大きい結果となったが、2 つの群に分離して
はいなかった。しかし空の pBAD24 を導入したコントロール株の蛍光 (図 2.12b) と比較し
て蛍光強度は増加しており、コントロールの蛍光よりも強いエリアを P3 と P4 に分割した。
また、コントロールと変わらない蛍光強度のエリアを特に蛍光強度が弱い P1 と比較的蛍光
を発している P2 に分割した。本検出法の理論によれば、分裂細菌は Z-ring を形成している
ためFRET蛍光強度が大きく、休止状態の細菌はFRET蛍光強度が小さいエリアに存在する。
また、特に増殖が活発な細菌は菌体のサイズが大きくなることが知られているため、FSC
の大きい P4 エリアは活発な細菌が多いと考えられる。 
 
 
図 2.12 VIP205_YFCの FRET蛍光の解析と分取のためのゲーティング(A) VIP205_YFC株、
(B) VIP205_pBAD24, [参考文献(89)] より転載 
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 それぞれのエリアに従って細菌を分取した。分取した細菌を顕微鏡観察すると、図 2.13
に示したように、P1 は菌体が小さく FRET が起こっていない、P2 や P3 は菌の中心で FRET
が起こっている、P4 は菌が若干伸張して複数の FRET が確認できるものが多く存在してい
た。特に増殖が㏿い対数増殖期においては Z-ring が複数形成されるため、P4 には活発な細
菌が濃縮されていると考えられる。 
 
 
図 2.13 分取した細菌の共焦点顕微鏡観察画像, [参考文献(89)] より転載（一部改変） 
 
 FACS で分取した細菌が persister であるかを評価するため、抗生物質抵抗性を評価した。
まずVIP205_YFCの集団をFACSによる分取前にオフロキサシンで処理した際の生存菌数を
経時的に測定した (図 2.14, a)。その結果、処理時間 3 時間にかけて急㏿に生存菌数が低下
し、その後処理を続けても約 2%の細菌が生存し続けていることが明らかとなった。したが
って処理時間 3 時間の結果が persister の評価に十分であると考えられる。次に図 2.11 に示
した P1~P4 エリアの細菌を分取後、オフロキサシンに対する persister 数を測定した。FACS
で分取できる細菌数が十分ではなかったため、3 時間処理後の生存率のみを測定した (図
2.14, b)。抗生物質処理から生き残る菌を CFU によって測定した結果、P1 の集団は 30%程度
(P1) 
(P2) (P4) 
(P3) 
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の細菌が生き残っていた。P2~P4 の集団は 1%程度の生存率となり、P1 と P4 を比較すると
65 倍生存率が高いことが明らかとなった。P2~P4 の分取後の集団は、誤差が大きくなった
ものの、分取前の集団全体と変わらない生存率を示した。このことは FACS の操作が persister
形成には影響していないことを示唆している。以上の結果から、P1 の亜集団を分取するこ
とで persister の濃縮が可能であると考えた。 
 
 
図2.14 VIP205_YFCの抗生物質寛容性、(a)分取前のVIP205_YFCの抗生物質に対する応答、
(b)P1~P4エリアで分取した細菌の抗生物質 3時間処理後の生存率, [参考文献(89)] より転載 
 
VIP205_FtsZBiFC3株の分取 
 VIP205_FtsZBiFC3 株では分裂の異常によりほとんどの細菌が伸長し、FtsZBiFC が発現し
ている条件ではコロニー形成が著しく悪化する。しかし、persister はそもそも増殖と分裂を
行っていないと考えられており、分裂異常の影響を受けないのではないかと考えた。そこ
で FACSを用いてサイズの小さい、Z-ringが形成されていない細菌を分取することを試みた。
FACS で解析するために、流路のつまりを防止するために 35 µm のフィルターを用いた。フ
ィルター処理後のサンプルを観察すると、100 µm を超える長さの細菌が依然として観察さ
れるものの、正常な長さの細菌も存在していることがわかった (図 2.15)。 
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図 2.15 FACS解析した VIP205_FtsZBiFC3株の顕微鏡観察画像, (a) フィルター処理前, (b) 
フィルター処理後、蛍光は CYTOX Green染色による 
 
 FACS を用いてフィルター処理後のサンプルの FSC, GFP 蛍光を測定した。その結果正常
な分裂が可能な VIP205_YFC と比べて (図 2.12)、一部の細菌では FSC が非常に強く検出さ
れていた。FSC は細菌の大きさの指標となるため、P2 として示した細菌集団は異常伸長し
た細菌であると考えられる。一方で FSC が小さく、GFP 蛍光も見られない集団も観察され
たため、伸長していない P1 エリアの細菌も分取した。しかしながら、何れのエリアで分取
した細菌もコロニーを形成することができなかった。つまり、伸張していない細菌も死滅
もしくは VBNC 状態となっていて persister とは言えないため、BiFC3 の検討を終了した。 
  
(a) (b) 
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図 2.12 VIP205_pBAD24BiFC3の解析、異常に伸張した細菌 (P2) が検出されている一方で
菌体が小さく Z-ringを形成していない細菌 (P1) も存在する 
 
VIP205_FtsZBiFC5株の分取 
 VIP205_FtsZBiFC5 は BiFC では唯一正常な分裂が確認できた株であるため、BiFC 蛍光の
強度を基に persister の分取を試みた。FACS による解析の結果、BiFC5 では GFP 蛍光が弱い
集団と強い集団に強い集団に分かれていた (図 2.13a)。分裂中の細菌のみが蛍光を発してい
ると考え、図 2.13b のように GFP 蛍光の強さを基に 2 つのエリアを設定し、それぞれの細
菌を分取した。分取は YFC と同様の条件で行い、ソート後に 5 µg/mL オフロキサシンで 3
時間処理することで抗生物質抵抗性を確認した。意外なことに P1 よりも P2 の方が抗生物
質抵抗性が高いという結果になった (図 2.14)。この原因は分かっていないが、YFC, BiFC3, 
BiFC5 の検討から YFC が persister のマーカーとして最も優れていると考え、以下の実験で
は VIP205_YFC を用いた。 
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図 2.13 VIP205_pBAD24BiFC5の解析, (a) 構築した株の蛍光強度、強い蛍光を放つ亜集団
が存在する。(b)分取のためのゲーティング 
 
 
図 2.14 分取した細菌の抗生物質寛容性 
 
2.3.7 分取した細菌の増殖活性の評価 
 persister のもうひとつの重要な特性である増殖活性を Fluorescence Dilution (FD) 法を用い
て測定した。まず FD 法が本研究の YFC に適用できるかを検討した。VIP205_YFC をアラ
ビノース存在下で一晩培養して蛍光タンパク質 YFC を発現させておき、遠心後 IPTG のみ
を含んだ培地に置換した。活発に増殖する LB 培地と増殖不可能な PBS (図 2.15, a) に懸濁
したときの蛍光強度の変遷を測定した (図 2.15, b)。LB 培地中では YFP の蛍光強度が時間
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経過とともに減少するのに対して、PBS 中では蛍光強度が減少しなかった。つまり、3 時間
程度では退色やタンパク質の褪色の影響は少なく、蛍光強度から分裂活性の評価が可能で
ある。OD は菌体の培養を始めてから 1 時間あたり 1.40, 5.29, 4.16 倍それぞれ増加し、蛍光
強度の最頻値は 2, 10, 3 倍減少していた。3 時間培養時点では蛍光強度が検出限界に到達し
ており、4 時間以上培養しても蛍光強度は変化しなかった。この結果から、細菌の増殖と蛍
光の減少量は相関し、蛍光強度から細菌の増殖を定性的に評価できることが示唆された。 
 
 
図 2.15 FD法による分裂活性の評価、(a) LB培地と PBSで培養した際の細菌濁度の変化、
LB 培地中では 1 時間の誘導期の後に対数増殖期に移行する、(b) フローサイトメーターで
測定した蛍光強度の変化 
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 FD 法がマーカー株に適用できることが確かめられたため、分取した細菌集団の増殖㏿度
を調べた。アラビノースを含む培地で培養した VIP205_YFC を図 2.12 に示した P1~P4 のエ
リアに分けて FACS で分取し、その後 IPTG を含む LB 培地で培養した。分取した時間を 0
時間として蛍光強度を経時的に測定した (図 2.16)。P1 の細菌では 1 時間の培養でほとんど
蛍光強度が変化しないのに対して、P2~P4 の細菌集団ではそれぞれ蛍光強度が変化していた。
蛍光強度の変化量は抗生物質抵抗性とも相関しており、増殖㏿度からも P1 エリアの細菌集
団が persister であることが示唆された。しかしながら 1 時間以上培養を続けるとすべてのエ
リアの細菌集団が分裂を開始した。分取した後の persister の機能を知るためには状態が変わ
らないことが重要であるため、P1 の細菌集団が増殖を始めない培地条件を検討した。結果
的には、検討した何れの条件でも細菌集団はそれぞれの条件に対して適応し、表現型を変
化させない実験条件は発見できなかった。 
 
 
図 2.16 分取後の分裂活性 
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2.4 考察 
FRETと BiFCの原理の違いと分裂への影響 
 本研究では FtsZ の両末端に CFP/YFP もしくは分割した GFP 断片を融合してマーカーを
構築した。FtsZ は分裂に必須なタンパク質であるため、蛍光タンパク質の融合による分裂
の機能への影響を確認した。その結果一部の融合タンパク質では分裂に異常をきたしてお
り、特に BiFC の株では数アミノ酸の断片配列の違いで大きく結果が異なった。FRET では
それぞれの蛍光タンパク質 (CFP, YFP) は可逆的に位置を変えることができるが、BiFC の
原理ではそれぞれの蛍光タンパク質断片 (EGFP の N 末端、C 末端) は近傍に位置すること
で不可逆的に結合する。この結合により FtsZ の分裂に関する機能を阻害していると考えら
れる。特に BiFC3 と BiFC5 では、分割位置の 2 アミノ酸の違いが全く異なる分裂、蛍光特
性を示している。このことから断片の末端の極性によって断片の高次構㐀や断片同士の結
合のしやすさに影響を与えていると考えられる。 
既往の persister検出手法との比較 
 既往の研究では persister を濃縮するために、抗生物質投与後に溶菌していない細菌の分
取や増殖㏿度の㏿い細菌で活性化されるプロモーターが用いられてきた。抗生物質によっ
て溶菌されずに生存する細菌は persister の定義に合致しているが、抗生物質処理自体が細
菌の遺伝子発現に影響を与えることが知られている。したがってこの方法では persister 形
成の原因、抗生物質に曝される以前の表現型を知ることは難しい。また、近年の報告では
大腸菌に対してアンピシリン投与した際の残存菌体の中にはpersisterよりも多量のVBNC
が含まれていることが指摘されている。現在では VBNC と persister の関係はよくわかっ
ていないが、persister に起こっている表現型の変化に着目するのには適していない。増殖
㏿度の㏿い細菌で活性化されるプロモーターを用いた手法では 20 倍程度の persister の濃
縮に成功しているが(29)、本研究ではさらに効率が改善し、もっとも活発な集団と比較して
65 倍もの persister の濃縮に成功した。また、FRET は蛍光タンパク質の発現・成熟よりも
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短時間で反応が進行するため、蛍光タンパク質の発現量に依存する方法よりもタイムラグ
が少ないことが利点である。細菌は persister の形成および増殖状態への覚醒を確率的に変
化させていると考えられている。本研究の FD 法を用いた分裂活性の評価からも、表現型の
変化がダイナミックに変わっていることが示唆される。したがってリアルタイムに検出す
る本手法は persister の分取に適していると考えられる。 
Persisterの分取効率 
 従来法では 20 倍程度の persister の濃縮が報告されていたが、本研究では P1 エリアの細
菌が P4 エリアよりも 60 倍生き残りやすく、persister 分取の効率が高いことが確かめられ
た。しかし分取後の P1 エリアの細菌集団はオフロキサシン処理後に 70%もの細菌が死滅し
た。つまり完璧な分取とは言えないが、これには 2 つの原因が挙げられる。1 つ目の原因は、
分取中・分取後に起こる表現型の変化である。persister は様々なストレス (基質の枯渇、
酸性条件、低酸素濃度、宿主の免疫等) によっても増加することが知られている(42, 79)。
つまり周囲の環境の変化に応答しやすいと言える。FACS の分取の際の様々な環境の変化、
PBS への培地の置換や、周囲の細菌の減少、分取時の圧力、ソーティングの電圧などに曝
されることが原因で表現型が変わってしまう細菌が存在するかもしれない。本研究ではソ
ーティングの際に対数増殖期の細菌集団を用いることも検討したが、FACS 処理前後に抗生
物質に対する生存率が変化してしまうことが確かめられている。定常期の細菌では全ての
細菌をソートした際の生存率は変化しなかったものの、P1~P4 の分取によって活発な細菌
が周囲に存在しなくなった際に persisterが活性化する可能性が考えられる。しかしながら、
現在の方法ではこの影響を測定、または改善することができない。2 つ目の原因としては、
抗生物質の機序の影響が考えられる。既往研究では persister の中にも多様性が存在し、抗
生物質ごとに異なる生き残りの機序が働いていることが示唆されている。Tashiro らは
persister には 3 つのステップ (増殖の抑制、DNA 複製の停止、タンパク合成の消失) があ
ると考察した(20)。オフロキサシンは persister の測定に頻用される抗生物質の一つだが、
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DNA gylase を阻害する殺菌機序を持っている。つまり増殖が抑制されていても細菌を殺す
ことが可能である。したがって分取した細菌の中に存在する増殖の抑制だけが起こってい
る persister は、オフロキサシンで殺菌されているのではないか。 
本手法の利点と限界 
 FD 法の検討では分取後の細菌は分取したエリアに関わらず増殖を開始した。ソーティン
グ時の温度や流㏿を変更することで細菌に刺激を与えないように試みたが、2 次培養を続け
ることができなかった。また、分取後の培養で、休止細菌をつくりやすいと報告されてい
る培養条件を用いることで休止状態が保たれるのではないかと考えたが、長時間休止状態
の集団を保つことはできなかった。そのため分取した後の環境に細菌の集団が適応するた
めだと考えられる。次の章で述べるトランスクリプトーム解析などの生菌を必要としない
実験系には適しているが、生細菌を必要とする生化学的な実験には応用が難しいことがわ
かった。代謝状態やよりダイナミックな遺伝子発現の制御に着目するためには、今後 1 細
胞をイメージングする技術が重要になると考えられる。 
 
2.5 総括 
 第二章では細胞骨格タンパク質 FtsZ に蛍光タンパク質を融合させることで、Z-ring 特異
的に蛍光を発するシステムを構築し、細菌の分裂活性を蛍光で評価することを目的とした。
FRET および BiFC の原理で Z-ring 特異的な蛍光を発するように遺伝子を設計して大腸菌に
導入し、本株を顕微鏡観察した結果、どちらの原理でも Z-ring 特異的な蛍光を発している
株を獲得した。しかし BiFC の原理を用いた融合タンパク質では細菌の分裂に致命的な影響
を与えることが明らかとなり、persister の分取は達成できなかった。一方で FRET を用いた
融合タンパク質は細菌の分裂・成長・コロニー形成を阻害しなかった。 FRET 株 
(VIP205_YFC) を用いて蛍光強度の弱い（分裂活性が低いことが予想される）細菌を分取し、
persister の性質である抗生物質抵抗性および増殖の抑制を評価した。その結果、FRET 蛍光
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が弱い細菌集団は抗生物質に対する生存率が高く、persister が多く含まれていた。さらに FD
法を用いた増殖㏿度の評価でも FRET 蛍光が弱い集団は、分取直後の増殖㏿度が低いことが
示唆された。FtsZ の誘導体は細菌の増殖や分裂に影響をあたえないことから、自然な状態
で形成される persister を検出したと考えられる。また分取した細菌の抗生物質からの生存率
の評価では、P1 エリアでは P4 エリアよりも persister が 60 倍に濃縮されており、増殖に関
係するプロモーター (rrnBP1) を用いた従来法よりも効率よく persister を分取した。以上の
ことから persister の新規検出手法の開発に成功したと考えた。  
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第三章 トランスクリプトーム解析による persister形成メカニズムの解明 
3.1 序論 
 persister ではどのような遺伝子発現の変化が起こることで、休眠状態や抗生物質に対する
抵抗性を引き起こすのだろうか。また遺伝子的に同一なクローン集団が同じ環境で培養さ
れているにもかかわらず、なぜ一部の細菌だけが persister になるのか。persister 研究におけ
るこの 2 つの主要な疑問に答えるため、構築したマーカーを用いて分取した persister に対し
てトランスクリプトーム解析を行うことで、persister の遺伝子発現の変化を調べた。また、
トランスクリプトームの変動を基に新たな persister 形成経路を明らかにした。本章では以上
の結果をまとめ、休眠状態にあると考えられている persister の表現型について考察する。 
 
3.2 実験方法 
3.2.1 マイクロアレイ 
 VIP205_YFC株を0.01%アラビノースを含む培地で一晩培養し、FACSを用いてP1エリア 
(persister) とP4エリア (活発に細胞分裂している集団) をそれぞれ分取した。分取の際には
RNAを安定化させるため、あらかじめRNAprotect bacteria reagent (Qiagen, Valencia, CA, USA) 
を加えたチューブにソートした。ソート中はサンプルを4°Cに保ち、表現型の変化を防ぐた
めに30分ごとにサンプリングしてRNA抽出を行った。実験上の誤差を評価するために３回
のbiological replicateを用意した。抽出にはRNeasy Protect Bacteria Mini Kit (QIAGEN) を用い、
推奨プロトコルでRNAを抽出した。次に抽出したRNAをPoly(A) Polymerase (TaKaRa) を用
いてPolyAを付加して精製し、GeneChip E. coli Genome 2.0 Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, 
USA) 解析に用いた。cDNAの断片化、ラベリング、マイクロアレイチップへのハイブリダ
イゼーションは推奨プロトコルに従った。マイクロアレイを洗浄し、GCOS Fluidics Station 
450で染色、Affymetrix 7G scannerで撮影した。Affymetrix GCOS v1.4 softwareを用いてCELお
よびCHP fileを生成し、クオリティコントロールとデータ解析に用いた。有意な遺伝子発現
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の変化を調べるために、eBayesアルゴリズム(97)を用いて線形モデルにフィットさせ、p値
が0.05以下かつlog2 fold changeが0.6以上の遺伝子を有意に発現が変動した遺伝子として解
析した。どのような機能が変化したのかを統計的に明らかにするために、発現変動遺伝子
をKyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Pathwayにマッピングし、エンリッチメ
ントされている経路を解析した(98)。 
 
3.2.2 qRT-PCR 
 トランスクリプトーム解析の結果を確かめるため、より高感度な手法である quantitative 
Reverse Transcription (qRT)-PCR で mRNA を定量した。トランスクリプトーム解析と同様の
方法で total RNA を抽出し、PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser (TaKaRa) を用いて
逆転写反応を行った。大腸菌の内部標準となる遺伝子は検討されてはいるものの(99)、gapA
や ftsZ などはマイクロアレイ解析の結果発現が変動しており、persister の内部標準として適
用できるかが定かではない。そのため使用する cDNA 濃度を均一にすることで異なるサン
プルを比較した。逆転写した cDNA の表 3.1 に示すプライマーを用いてそれぞれの遺伝子を
qPCR で定量した。qPCR には iQ™ SYBR® Green Supermix (BIO-RAD) を用いた。 
 
表 3.1 qPCRプライマー配列 
qPCR用 
名前 sequence (5' - 3') 
gapA_f(100) acttcgacaaatatgctggc 
gapA_r(100) ttcccagaacatcatcccg 
thiS_f gtttaacgatcaagcgatgcagtg 
thiS_r aagcaggatctggtcgccatc 
entD_f cggatcgctgctgtttatgctttg 
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entD_r atgccaatcggttgacgagataccac 
qpriC_f gataatctggctgcgcttcgtc 
qpriC_r gctgaatacgtttacgctgccag 
qwaaP_f gatctcactcccacaattagccttg 
qwaap_r accatagttgctacacgtgcgat 
qwaaZ_f cctccagaactgcctcgtatta 
qwaaZ_r caacggtacagagatcagcagt 
qwbbK_f catttcctcgggtacttggataaag 
qwbbK_r tcgctctttagcttcagacaac 
qyadC_f cacatcaacagcaagcaacttgg 
qyadC_r gtacctgtatccaggtatgaccagtac 
過剰発現株構築用 
pCA24N_ldhA_f2 TTAAAGAGGAGAAATTAACATGAAACTCGCCGTTTATAGCACAAAAC 
pCA24N_ldhA_r TAATTAAGCTTTTAAACCAGTTCGTTCGGGCAGGTTTC 
pBAD24_entD_f AGGAGgaattcATGAAAACTACGCATACCT 
pBAD24_entD_r CAGCCaagcttTTAATCGTGTTGGCACAGC 
pBAD24_thiS_f AGGAGgaattcATGCAGATCCTGTTTAACGATCAAGCG 
pBAD24_thiS_r CAGCCaagcttTCAACCCCCTGCAATAACCTGAAAAAGC 
pBAD24_priC_f AGGAGgaattcGTGAAAACCGCCCTGCTGCTGG 
pBAD24_priC_r CAGCCaagcttCTAGCGGGTTAAACGCGCTAACC 
ノックダウン株構築用 
EC_R(101) ACTAGTATTATACCTAGGACTGAGCTAGC 
Ec_F_ldhA gtactgttttgtgctataaaGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 
Ec_F_nuoF gcggatgcgtttcgggagtaGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 
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Ec_F_ndh acaatcacaatctttttcaaGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 
Ec_F_aldB ctgtgctgaagggggattatGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 
 
3.2.3 過剰発現株の構築 
 マイクロアレイでは persister で高発現している遺伝子が示唆された。これらの遺伝子の中
から persister 形成に関わっている遺伝子を明らかにするために、過剰発現株を構築して
persister 形成に影響する遺伝子をスクリーニングした。まず pCA24N を BseRI, HindIII で切
断し、E. coli K-12 MG1655 のゲノムから PCR で増幅した遺伝子配列を挿入した。構築した
プラスミドは JM109 株に導入してシークエンスを確認した後、VIP205 株、MG1655 株に導
入した。 
 
3.2.4 CRIPSR interferenceを用いたノックダウン株の構築 
 persister 形成に関わる遺伝子は過剰発現させることで persister が増加し、発現を抑制する
ことで persister が減少すると考えられる。本研究では過剰発現株のスクリーニングで
persister が増加した遺伝子のノックダウン株を同時に構築し、persister 数の変化を調べた。
ノックダウンには CRISPR/Cas9 system を応用した CRISPR interference（CRISPRi）を使用し
た。CRISPRi では核酸分解活性を失活させた catalytically dead Cas9（dCas9）が標的の遺伝
子に結合することで RNA ポリメラーゼの反応を阻害し、転写を抑制する。本手法の利点は、
dCas9 の結合配列を決定づける guide RNA（gRNA）の設計と作成が非常に簡便であること
である(101-103)。標的遺伝子をノックダウンさせるために guide RNA (gRNA) 配列を持つプ
ライマーを設計した (図 3.1)。プライマーはあらかじめ T4 Polynucleotide Kinase (TaKaRa) を
用いてリン酸化し、pgRNA_bacteria を鋳型として PCR を行い、ライゲーションさせること
でプラスミドを構築した。各標的配列の gRNA を持つ pgRNA_bacteria, dCas9 配列を持つ
pdCas9_bacteria を MG1655 株に導入した。 
56 
 
図 3.1 pgRNA_bacteriaのマップとプライマーの設計原理 
 
3.2.5 persister assay 
 LB 培地で一晩培養した過剰発現株およびノックダウン株を、インデューサーを含む新鮮
な培地に移し、1/100 希釈した。過剰発現およびノックダウンのインデューサーには 100 µM 
IPTGおよび0.1 µM anhydrotetracycline (aTc) をそれぞれ用いた。37℃で3時間 (対数増殖期)、
あるいは 16 時間 (定常期) 培養して終濃度 5 µg/mL のオフロキサシン (OFLX) を加え、さ
らに 37°C で 5 時間培養した。その後培養液を遠心して OFLX を含む培地を除き、PBS に
懸濁した。適切な濃度まで段階希釈した後 LB 寒天培地に播種し、16 時間 37°C で培養し
た。形成したコロニーの数 (CFU) を測定して生存菌数とした。OFLX投与開始時点でのCFU
も同様にコントロールとして計測し、OFLX 処理の CFU をコントロール CFU で除した値を
Survival rate として算出した。 
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3.3 実験結果 
3.3.1 マイクロアレイ解析で検出された発現変動遺伝子数 
 persister の表現型を明らかにするためにマイクロアレイを用いてトランスクリプトーム
解析を行った。同じ母集団から分取した P1 集団と P4 集団の遺伝子発現を比較したところ、
192 遺伝子の発現が有意に亢進しており、74 遺伝子の発現が抑制されていた (図 3.2)。まず
これらの遺伝子発現と既往研究で報告された persister 形成関連遺伝子を比較した。また、有
意な変化が認められた遺伝子に関して、KEGG データベースを用いた機能クラスターのエ
ンリッチメント解析を行い、個々の遺伝子の機能からも persister の表現型に対する考察を行
った。 
 
図 3.2 マイクロアレイで発現が変動していた遺伝子, [参考文献(89)] より転載 
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3.3.2 既往研究で発現が示唆されている遺伝子との比較 
 抗生物質で溶菌しない細菌に対して行われたトランスクリプトーム解析では Toxin- 
Antitoxin 遺伝子の発現が示唆されていた。toxin は細菌内の mRNA を切断するなど、増殖を
抑制する毒性遺伝子として知られており、大腸菌の研究でも数々の toxin (hipA, mazF, chpB, 
relE, yoeB, yafQ, higB, yafO, mqsR, yhaV, hicB) が persister 形成に関与していることが報告さ
れてきた。(39-41)。しかし本研究のトランスクリプトーム解析からは上述のいずれの toxin
も有意な発現上昇は確認できなかった。 
 toxin と同じように ppGpp を介した persister の形成経路が既往研究で注目されている。
ppGppはアミノ酸の枯渇や熱処理などに応答する stringent responseと呼ばれる転写調節に関
わる因子で、非常に多様な遺伝子の制御に関わっており、全遺伝子の 1/3 を調節していると
も言われている。ppGpp の生合成を担う relA/spoT の両遺伝子の欠失株は persister 形成が 2
桁低下することが明らかとなっており、persister 形成の主要な原因と目されている(42-46)。
また、ppGpp が Lon プロテアーゼを活性化させることで、antitoxin の分解が起こり、結果的
に toxin の機能が活発になることも persister への影響を強めている。本研究のマイクロアレ
イからも ppGpp 生合成遺伝子 relA の高発現が確認されたことから ppGpp を介した stringent 
response が重要であると考えられる。ppGpp が働いていても Toxin-Antitoxin は必ずしも活性
化されているわけではなく、その他の下流遺伝子の転写制御が persister 形成に関わっている
かもしれない。 
 Persister は増殖や代謝が活発ではないと考えられており、タンパク質の合成をそれほど必
要としないためリボソームの量が少ないことが示唆されている(26)。大腸菌のリボソーム発
現量は増殖の指標となることが知られており、特に rRNA の転写プロモーターrrnBP1 の活
性は persister のマーカーになり得ると提案されている(29)。本研究の P1 エリアの細菌も既
往の研究と同じく rRNA の量が少ないことが明らかとなった (図 3.2)。このことからも
persister が新たな遺伝子の発現を活発には行っていないことが示唆されるが、全く代謝の活
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性が無いわけではなく新たなタンパク質の合成も能動的に行っていることには注意が必要
である。 
 
3.3.3 persisterで発現が変化していた遺伝子の機能解析 
KEGG Pathway enrichment analysis 
 まず発現変動遺伝子がどのような機能を持っているのかを統計的に明らかにするため、
KEGG の機能アノテーションを基にエンリッチメント解析を行った (表 3.2, 3.3)。抑制され
た遺伝子は全体で 74 遺伝子と少ないため、顕著にエンリッチされている経路は少なかった
が、リボソームがもっとも顕著に低下していた。これはすでに述べたように persister の増殖
抑制に関連していると考えられる。 
 亢進していた遺伝子に着目すると、ヌクレオチドやいくつかのアミノ酸の代謝などが亢
進していたが、エネルギー合成には有意な差が見られなかった。このことから persister は増
殖をしていないにもかかわらず、エネルギーは産生し続けていることが示唆された。その
他の亢進している経路には ATP-binding cassette transporters (ABC transporters) があり、産生
されたエネルギーは増殖ではなく基質の輸送に用いられているかもしれない。輸送してい
る対象は amino acid (hisP, livM, livG), sulfate (cysP, cysU, ssuC) や metal ion (iron: afuB, fhuB, 
fhuC, zinc: znuB, molybdenum: modF) などだった。補酵素や嫌気的な呼吸に関わる基質を取
り入れていることから、代謝レベルでも変化が起こっていることが示唆された。また、ト
ランスポーターは基質の取り込みだけではなく、浸透圧変化に対する防御 (yehZ, yehX) や
薬剤排出ポンプ (emrB) なども含まれていた。ABC transporter は persister 形成に変化がある
変異株のスクリーニングからも検出されることがあるため(104)、能動輸送の活性は persister
の生存に重要だと考えられる。また、既往研究で示唆されているように(16)、薬剤を能動的
に働かせることによって生存しているのかもしれない。 
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表 3.2 persister で発現が抑制されていた機能のエンリッチメント解析 
Category P-value Target Target all Genome 
Genome 
all 
Ribosome 6.33E-05 14 74 308 6341 
Dioxin degradation Metabolism 0.02324 1 74 1 6341 
Xylene degradation Metabolism 0.03465 1 74 2 6341 
 
表 3.3 persister で発現が亢進していた機能のエンリッチメント解析 
Category P-value Target 
Target 
all Genome 
Genome 
all 
Translation 6.64E-05 6 192 784 6341 
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 0.000226 2 192 476 6341 
Genetic Information Processing 0.0003777 16 192 1237 6341 
Propanoate metabolism 0.003592 10 192 111 6341 
Valine, leucine and isoleucine 
biosynthesis 0.006142 7 192 66 6341 
Pyrimidine metabolism 0.007125 1 192 259 6341 
Infectious diseases 0.01601 4 192 29 6341 
Pathogenic Escherichia coli infection 0.01601 4 192 29 6341 
Nucleotide metabolism 0.01716 6 192 497 6341 
2-Oxocarboxylic acid metabolism 0.02117 8 192 106 6341 
ABC transporters 0.02656 34 192 727 6341 
Human Diseases 0.03774 7 192 98 6341 
Sulfur metabolism 0.04024 9 192 134 6341 
Cyanoamino acid metabolism 0.04481 3 192 24 6341 
 
 
 
persisterで亢進していた特徴的な遺伝子 
 エンリッチメント解析の他に個々の遺伝子の機能にも着目した。Persisterで高発現してい
る遺伝子の中にcyclic adenosine 3 ,5 -monophosphate (cAMP) の合成を担うadenylate cyclase 
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(cyaA) 遺伝子が見つかった。cAMPはグルコースの減少などによって生合成される転写調節
因子で、グルコース以外の糖を異化する酵素をはじめ200以上の遺伝子発現を制御している
(105)。この遺伝子の発現は、グルコースのような使用優先度の高い基質が枯渇して、異な
る代謝の流れにシフトしていることを示している。 
 その他ピルビン酸を乳酸に発酵する lactate dehydrogenase (ldhA) の発現が亢進していた。
ldhA の発現は嫌気環境下や酸性条件で誘導される(106)。嫌気環境下では NADH を用いる電
子伝達系が働かないので、発酵経路である ldhA が NADH を NAD+に戻すことで NADH の恒
常性を維持して解糖系などの活性を保っている。また、persister では nitrite reductase (nirB) や
dimethyl sulfoxide (DMSO) reductase (dmsA, dmsB, dmsC) の発現が亢進していた。これらの遺
伝子は最終電子受容体として硝酸や DMSO を嫌気的に酸化する反応を担っている。以上の
遺伝子発現を合わせて考察すると、細菌は好気的に培養されているにもかかわらず、persister
は嫌気的な代謝を行っていると考えられる。persister はバイオフィルム底部に多く存在する
と報告されているが、このような栄養源・酸素の極限状態で生存するのに適している表現
型であると言える。 また、Kang らは嫌気的な代謝は uropathogenic E. coli (EPEC) の毒性を
高めることを報告している(107)。本研究で用いている K-12 由来株は分泌装置を持たず毒性
はないが、少なくとも persister は嫌気代謝で得たエネルギーを能動的に用いているため、他
の病原細菌では persister が高い毒性を発揮するなど、生存以外の表現型にも注意が必要であ
る。実際に salmonella typhimurium の感染時には高い毒性を持ち宿主の細胞を破壊するのに
特化している個体と、破壊された細胞の内容物を基質として素早く増殖している個体の全
く異なる表現型に「分業」していることなどが報告されている(13, 14)。したがって persister
は「増えられないが生存に特化している」というだけではなく、「攻撃に特化していて周
囲の細菌の増殖を助ける」ような重要性を持っているかもしれない。抗生物質に対する生
き残りを測定するだけの実験では生存以外の persister の存在価値を測定することはできな
いが、本研究のような網羅的な表現型の理解や、シングルセルレベルの解析によって生存
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以外の表現型の測定をすることができれば、細菌にとって一部の個体を persister にすること
の意味を知ることができるだろう。以上の解析結果から、これらの遺伝子の発現は、persister
がすべての機能を抑制しているわけではなく、活発な表現型の一つであることを示してい
る。好気的な培養条件であるにもかかわらず嫌気的な発酵や嫌気呼吸を行っており、代謝
の流れが通常の細菌とは異なっていることが示唆された。 
 
3.3.4 qRT-PCRによる再現性の確認 
 トランスクリプトーム解析で有意な差が見られた遺伝子に関して、より感度の高い
qRT-PCR で発現量を調査した。P1 で発現が高い遺伝子として、priC, entD, thiS の 3 つの発
現量を測定した。これらの遺伝子は以下の理由から選出した。 
 ThiS は、真核生物におけるユビキチンと似た働きをする。ユビキチンは標的タンパクを
修飾し、ユビキチン化されたタンパク質はプロテアソームに分解される。一方で、タンパ
ク質の安定性を高めて分解から守る働きも存在する。これと同じく、ThiS は、正しく生成
されなかったタンパク質と融合して、それが作用する標的タンパク質の発現を高める。
persister は、抗生物質などのストレスから逃れるが、ThiS によるタンパク質分解からの保護
もストレス応答として persister に至る経路の一つである可能性がある。また、補酵素として
嫌気的な代謝にもかかわっている。entD は、エンテロバクチンを介して鉄イオンを外部か
ら取り込むトランスポーターを構成する遺伝子である。また、マイクロアレイの結果から
P1 集団で発現が向上する遺伝子として ABC トランスポーターが多く、persister のマーカー
に成り得る。特に entD は、バイオフィルムの形成に関わる遺伝子として報告されるなど注
目されている。priA, priB, priC はもともと一本鎖ファージ DNA の複製に必要な遺伝子とし
て同定された。まず PriC タンパク質が DNA に結合し、続けて複製に必要なヘリカーゼが
結合する。細菌の増殖に重要であり、priA の欠失株は増殖㏿度や菌体密度が減少する(108)。
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また UV 照射による DNA 損傷の修復とその後の分裂再開の機能を持つことが明らかとなっ
た。DNA 複製・細胞分裂など persister の表現型に直接的な関わりがある。 
 P1で発現量が低下している遺伝子からはwaaP, waaZ, wbbK, yadCの4つを選出した。waaP, 
waaZ, wbbK は細菌の LPS 生合成を担い、yadC は繊毛を作る機能がそれぞれ知られている。
LPS と繊毛はどちらも膜の構成成分として宿主細胞との相互作用が注目されるため重要で
ある。 
 マイクロアレイで P1 高発現となった遺伝子を調べた結果、priC では顕著に P1 エリアの
細菌集団でのみ亢進が見られた (図 3.3)。しかし thiS では P1 で高発現にはなっておらず、
entD に関しても発現量の変化はわずかであることがわかった。P1 で低発現だった遺伝子は
qRT-PCRでも同様の結果が得られた。特にwaaZ, yadCは発現量の差が大きかった (図 3.4)。
以上の結果から、いくつかの遺伝子ではマイクロアレイの結果が再現されなかったが、多
くの遺伝子はマイクロアレイ通りの発現になっていることが示唆された。 
 
 
図 3.3 P1で発現亢進していることが示唆された遺伝子の qRT-PCRによる再現性の検討 
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図 3.4 P1で抑制されていることが示唆された遺伝子の qRT-PCRによる再現性の検討 
 
3.3.5. 過剰発現によって persister 形成を誘導する遺伝子の探索 
 マイクロアレイで高発現が示唆された遺伝子の過剰発現株を構築して persister 形成に影
響するかを調べた。以下のメカニズムの解明は既往の研究と比較するために、VIP205 株で
はなく、最もよく用いられる E. coli K-12 MG1655 株を用いた。qRT-PCR による再現性の
検討で用いた priC, thiS, entD、嫌気代謝に関連すると考えられる乳酸発酵酵素 ldhA の過
剰発現株を構築し、対数増殖期または定常期まで培養した細菌のオフロキサシンに対する
生存率を測定した。priC, thiS, entDは過剰発現させても persister数は変化しなかったが、
ldhA を過剰発現させると persister が増加することが明らかとなった (図 3.5)。Toxin- 
Antitoxin の既往研究では LB のような栄養豊富な培地と最小培地では異なるメカニズムが
働いていることが示唆されていたため、本研究では LB 培地と MOPS 最小培地をによる培
養を検討したが、ldhA 過剰発現株はどちらの培地でも persister を有意に増加させていた。
対数増殖期と定常期を比較すると、対数増殖期では約 100 倍の persister の増加が、定常期
では約 10 倍の persister の増加が見られた。トランスクリプトーム解析は定常期の細菌に
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発見された。対数増殖期で最も顕著に persister 形成量が変化していたため、より詳細なメ
カニズムは対数増殖期のサンプルを用いて解析した。 
 
 
 
 
 
図 3.5 オフロキサシン 3時間処理後の細菌の生存率、(a) LB培地で 3時間培養、(b) 5 mM glc, 
0.2% Casamino Acidを含むMOPS最小培地で 3時間培養、(c) LB培地で 16時間培養、(d) 5 mM 
glc, 0.2% Casamino Acidを含むMOPS最小培地で 16時間培養いずれの培養でも 100μMの
IPTGによって ldhAの発現を誘導した。 
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度依存性と biphasic な kill curve を測定した (図 3.6)。空ベクター株では生存する菌数は IPTG
の濃度に依らず、3時間程度で変化が緩やかになり、最終的な生存率は 10-4~-5の間となった。
ldhA の発現株では IPTG が 10 µM および 100 µM の際に生存率が増加した。どの系でも抗生
物質処理の時間経過に伴って生存率が減少しているが、2 時間程度で緩やかな減少期に入っ
ている。最終的には 10 µM 誘導で 10-3~-4、100 µM 誘導で 10-2 の生存率となった。つまり、2
時間で直ちに死滅する抗生物質感受性が高い集団と、その後緩やかに死滅していく persister
の 2 つの表現型を持つ集団が混在していた。この結果から ldhA の発現は persister 形成の頻
度を増加させていると考えることができる。また、ldhA 発現誘導の濃度依存的に persister
数が変化することから、イレギュラーな変異が原因ではなく、ldhA 依存的に persister が形
成されていることが明らかとなった。 
 
  
図 3.6 ldhA過剰発現株はオフロキサシンに対する persisterを増加させる、(a) pCA24N空ベ
クターコントロールの生存率、(b) ldhA過剰発現株の生存率、インデューサーである IPTG
の濃度依存的に persisterが増加する 
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3.3.6 ldhAのノックダウンによる persister形成への影響 
 ldhA の発現によって persister が誘導されることが明らかとなったため、次にノックダ
ウンによる影響を測定した。CRISPRi を用いて ldhA を抑制させるために、ldhA のオープ
ンリーディングフレームの上流と相補的な gRNA を設計した。gRNA 配列を持つ
pgRNA_ldhA と pdCas9_bacteria の 2 つのプラスミドを MG1655 に導入して ldhA をノッ
クダウンした。本株を対数増殖期まで培養し、まず qRT-PCR によってノックダウン効率を
測定した (図 3.7a)。gRNA を持たないコントロール株に比べて ldhA の発現は 20%以下に
抑えられており、遺伝子がノックダウンされていることが確かめられた。次に本株のオフ
ロキサシン 3 時間処理に対する生存率を測定した (図 3.7b)。コントロール株に比べて
persister 形成が 1/10 に減少していたため、ldhA は persister 殺菌のためのターゲットにな
り得ることが示唆された。 
 
   
図 3.7 ldhAノックダウンによる persisterの減少、(a) CIRSPRiによる ldhAのノックダウン効
率、(b) LB培地で対数増殖期まで培養した細菌の抗生物質抵抗性 
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かの阻害剤が知られている。そこで LDH 阻害剤の一つである FX11 を用いて persister 形成
を抑制できるか検討した。ldhA ノックダウンの代わりに 60 µM の FX11 で処理した際の抗
生物質抵抗性を測定した (図 3.8)。FX11 のストック溶液は DMSO に溶解されているが、大
腸菌は DMSO を嫌気的な呼吸の最終電子受容体として用いることができるため、溶媒が代
謝に影響を与えると考え、DMSO だけを加えた系も用意した。培地に 1%の DMSO を含ん
でいるだけでも persister はわずかに減少した。本研究のマイクロアレイ解析から persister で
は DMSO を用いた嫌気呼吸を行っていることが示唆されているため、基質を加えることで
persister の代謝が活性化された結果、増殖している通常の細菌に近い表現型になったのでは
ないかと考えられる。また、FX11 を投与した場合にはさらに persister 形成が抑えられるこ
とが明らかとなった。FX11 による persister の減少幅は約 1/10 であり、ldhA のノックダウン
と同等の効果が見られた。また、興味深いことに、FX11 投与と遺伝子ノックダウンを同時
に行った細菌では、FX11 単独投与時と同じ生存率となった。この結果は、ノックダウンと
FX11 が全く異なる persister 減少機序ではなく、両者とも ldhA に作用していることを示唆し
ている。以上の結果からLDH阻害剤を抗生物質のアジュバントとして用いることで persister
の殺菌が可能になると期待される。 
 
図 3.8 FX11とノックダウンによる persister形成への影響 
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 ldhA を標的とした gRNA を持たない空ベクターのコントロール株では、野生型の
MG1655 や過剰発現株の空ベクター株と比べて生存率が高くなった (それぞれ Log 生存率
-0.5, -2.6)。このことは dCas9 の発現が標的遺伝子のノックダウンによらず persister 形成
に影響していることを示唆している。しかし ldhA をノックダウンした際に persister が減
少すること、全く異なる機序で ldhA の反応を阻害する FX11 でも同様の persister 減少が
見られたことから (図 3.8)、ldhA が persister 形成を誘導していると結論付けた。 
 
3.3.7 異なる環境下での ldhA抑制と persister形成の関係 
 異なる環境で培養した際の ldhA 抑制の効果を調べるために、ノックダウン株および
no-gRNAコントロール株をMOPS最少培地 (5 mM glucose, 0.2% Casamino Acid) で培養して、
オフロキサシンに対する生存を調べた (図 3.9)。その結果、対数増殖期・定常期のいずれの
細菌においても、ldhA ノックダウンが persister を減少させないことが明らかとなった。こ
の結果は ldhA 過剰発現株が LB, MOPS どちらの環境でも persister を増加させたのとは対照
的である (図 3.5)。このことから ldhA を介した persister 形成は周囲の環境からも強く影響を
受けていることが予想されたため、臨床的な応用のためには培養環境と形成メカニズムを
調べる必要があると考えられる。この点については次章で述べた。 
 
 
図 3.9 MOPS最少培地中における ldhAノックダウンによる persister形成への影響  
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3.4 考察 
能動的な活動を行う persister 
 第三章では、分取した persister に対するマイクロアレイ解析から persister で発現している
遺伝子を明らかにした。その結果、抗生物質が投与される前に形成している persister では、
既往研究で最も注目されている toxin の発現には有意差は無かった。第一章で述べたように
persister 形成は多様な経路によって誘導される。既往の手法では persister の濃縮のために抗
生物質処理を行っており、この抗生物質に対するストレス応答で toxin が発現しやすい条件
だったと考えられる。本研究では persister の分取の際に抗生物質を用いておらず、既往研究
の実験条件とは異なっている。このような自然に出現している persister は toxin 以外による
メカニズムが主要な経路だと考えられる。一方で既往研究と同じく ppGpp や cAMP などの
ストレス応答因子（グローバルレギュレーター）が発現していることが明らかとなり、代
謝が変化していることが示唆された。特に嫌気呼吸や発酵などの嫌気的な代謝が高発現し
ており、persister は決してエネルギーを産生していない”dormant”な表現型では無く、能動的
な活動を行っている細菌であると言える。近年の報告では一部の persister は薬剤排出ポンプ
や薬剤を代謝する遺伝子の発現を変化させることで、増殖を保ちながらも抗生物質に対す
る高い抵抗性を持っている場合があることも報告されている。また salmonella typhimurium
では persister が宿主の攻撃を担い、その他の個体が増殖するような「分業」を行っているこ
とも知られるようになった。本研究で用いている E. coli K-12 株は感染能力を持っていない
が、遺伝子発現を見ると生成したエネルギーを増殖では無く、ABC tranporter の能動的な使
用に用いていることが示唆された。今後は生き残るだけの表現型では無く、細菌集団にと
ってどのような価値があるかを包括的に理解しなければならない。 
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ldhA発現による代謝への影響と persister形成 
 マイクロアレイで高発現していた遺伝子の中から persister 形成を誘導する遺伝子 ldhA を
発見した。この遺伝子の過剰発現株では persister が 100 倍にも増加し、ノックダウンによっ
て persister が 1/10 に減少することも明らかとなった。また、この遺伝子には阻害剤 FX11
がすでに知られており ldhA 阻害剤と抗生物質を共投与することで細菌集団をより効果的に
殺菌できることを示した。このような persister に対する攻撃手段は難治性感染症の臨床的な
問題に対する解決策になることが期待される。 
 では、なぜ ldhA を強く発現すると persister になるのだろうか。LDH は乳酸発酵を担う
有益な代謝酵素であり、細菌内の NADH の恒常性を保つ機能などが知られている (図 3.9)。
そのため産生される乳酸だけではなく、ldhA の発現が異常になることで代謝の流れの制御
が崩れ、このことが persister 形成の原因になっているのではないかと考えられる。そこで
以下の 3 つの点に着目して考察を行った。①合成される乳酸、②NADH と NAD+のバラン
ス、③ピルビン酸や NADH の消費による好気呼吸の抑制 
 
図 3.9 ldhAと周囲の主な代謝反応 
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 まず発酵反応の結果産生される乳酸が重要なのではないかと考えた。大腸菌は乳酸を排
出するトランスポーターを持っており、産生された乳酸は排出されるものと考えられる。
そこでまず培地中に 10 mM 乳酸を加えて persister 形成への影響を測定した (図 3.10)。その
結果、過剰発現株ノックダウン株ともに培地中の乳酸の影響は全く観察されなかった。ま
た、乳酸菌では代謝の過程で大量の乳酸を合成し、培地中に lactate がたまることで培地の
pH が減少することが知られている。酸性ストレスは大腸菌でも persister 形成を誘導するこ
とが示唆されているため、pH の影響が予想された。しかし大腸菌株では ldhA を過剰発現さ
せても培地の pH 変化はコントロール株と有意な差はみられなかった。以上の結果から乳酸
の存在が persister 形成に影響を与えているわけではないと結論づけた。 
 
 
図 3.10 培地中に放出される lactateによる persister形成の変化、過剰発現株 (a)、ノックダ
ウン株 (b) ともに lactateの影響は全く見られなかった 
 
 2 つ目の可能性として、NADH/NAD+のバランス異常を考えた。好気呼吸では解糖系、TCA
回路で生まれる NADH を用いてプロトン勾配を生み出し、効率よく ATP を合成している。
しかし嫌気環境では酸素を最終電子受容体とした好気呼吸を行うことができないため、
NADH が蓄積しやすい。発酵経路では好気呼吸のように大量のエネルギーを生み出すこと
はできないが、NADH を NAD+に戻すことで嫌気的にエネルギーを得る解糖系などを動かし
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続けることができる。大腸菌は乳酸発酵をはじめ、酢酸やエタノールを生成する発酵経路
を保有しているが、嫌気環境では発酵を使い分けることで NADH/NAD+のバランスが保たれ
ていることが知られている(109-111)。例えば、細菌内で過剰に NADH を産生できる株を構
築すると、好気環境であっても (ldhA を発現し) 乳酸が産生される。また、逆に嫌気環境で
NADH を人工的に産生させると、乳酸は減少して、2 分子の NADH の消費ができるエタノ
ールの発酵が亢進することがわかっている。以上のことから、ldhA の発現は細菌内の
NADH/NAD+比（re-dox 環境）をコントロールすることで persister の形成を促している可能
性が考えられる。 
 LDH の反応では NADH を NAD+に酸化しており、さらにピルビン酸が消費されて TCA
サイクルが回らないなどの影響が考えられる。よって、3 つ目の可能性として、この NADH
の減少に伴って好気呼吸を抑制していることが persister の原因となっていることが考えら
れる。既往研究でも ATP 産生の減少や TCA サイクルの活性低下、プロトン駆動力の減少な
どによって休止状態になり、persister が形成されるという報告があるため(33, 67)、今後、
persister 形成のメカニズム解明を行っていく上で、プロトン駆動力に着目した検証が必要だ
と考えられる。 
 
3.5 総括 
 第三章では、第二章で開発した検出法を用いて分取した persister のトランスクリプトーム
解析を行った。その結果、リボソームの減少や ppGpp の亢進など、既往の報告と一致する
遺伝子発現がみられ、分取した細菌が persister の表現型を反映していることが示唆された。
その他にも本実験の独自の視点として persister では嫌気呼吸および発酵反応が活発になっ
ていることが明らかとなった。亢進している代謝があることに加えて、エネルギーを用い
る能動的な物質の輸送 (ABC transporter) の発現量も一部はむしろ亢進していた。トランス
ポーターはアミノ酸や金属イオン、嫌気呼吸の基質の取り込みに加えて、薬剤排出ポンプ
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の発現も増加していた。したがって抗生物質を細菌外に排出することによっても生存の確
率を高めていることが予想される。 
 また、新規な persister 形成メカニズムとして、乳酸発酵の遺伝子である ldhA の発現によ
って persister 形成が誘導されることを明らかにした。この遺伝子は NADH と NAD+の恒常
性維持に寄与していることから、この遺伝子が異常な発現をすることで、細菌の代謝が変
化し、persiter になると考えられる。また、ldhA の反応を阻害する薬剤 FX11 を投与するこ
とで細菌集団の生存率を下げられるため、抗生物質と ldhA 阻害剤の共投与が感染症を改善
することが期待できる。しかし ldhA の阻害は LB 培地では効果的だったものの、最少培地
に変えると有意差が取れないという問題がうきぼりになった。このことは persister の制御は
周囲の環境に影響されいることを示唆している。次章では様々な環境でも安定して persister
形成を抑えることが出来るメカニズムの探索を行う。  
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第四章 環境ストレスが persister形成メカニズムに及ぼす変化の解析 
4.1 序論 
 persister 形成に関わる分子機構が 10 年以上にわたって研究された結果、Toxin-Antitoxin 
(TA) system をはじめ、stringent response, 活性酸素種 (ROS) へのストレス応答, 薬剤排出ポ
ンプ, 代謝の恒常性異常など様々な経路によって persister形成が誘導することが報告されて
きた。それぞれのメカニズムは特異的なストレスに対して応答するという仮説が立てられ
ており、例えば炭素源が枯渇した際には TA system が必須ではなく、代謝の流れの変化が
persister 形成の原因となっているという報告もある。本研究では前章までに ldhA を介した
新しい persister 形成メカニズムを発見したが、ldhA のノックダウンは MOPS 最小培地では
persister 減少効果がないことが明らかとなった。細菌が感染する際にはバイオフィルムの形
成や、マクロファージへの取り込みなどの複雑なストレス環境に曝される。したがって
persister の殺菌のためには感染の際に生じるストレス環境と persister 形成メカニズムの関係
を明らかにし、それぞれの環境に合わせた殺菌方法を提案することが重要だと考えられる。 
 第4章ではストレス環境下に存在するpersisterの表現型および形成メカニズムを解明する
ことを目的とする。既に構築した persister マーカー株を感染時に生じるようなストレス環境
下で培養し、それぞれの環境から persister を分取した。第 3 章と同様に分取した細菌のトラ
ンスクリプトーム解析から、各 persister の表現型の特徴を明らかにする。もしも異なるタイ
プの persister にも共通している遺伝子発現の変化が存在するならば、persister 根絶の新たな
ターゲットとなるのではないかと考えられる。 
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4.2 実験方法 
4.2.1 使用菌株と培養条件 
 ストレス環境の検討と persister の分取には既に構築した VIP205 株、トランスクリプトー
ム解析後のメカニズム解明には MG1655 株を用いた。培養には LB 培地と MOPS 最小培地
を用いた。細菌にストレスを与えるために以下の培地を調製した。 
Non-stress: 5 mM グルコース、0.2%カサミノ酸を含む MOPS 最小培地 (pH7.0) 
Acid stress: non-stress 培地に HCl を加えて pH4~7 に調整 
Starvation (wo_glc): 0.2%カサミノ酸のみを含む MOPS 最小培地 
Starvation (wo_CA): 5 mM グルコースのみを含む MOPS 最小培地 
Anaerobic: non-stress 培地で嫌気チャンバー内培養 
 VIP205_YFC 株 の PT5-lac, PBAD プ ロ モ ー タ ー の 誘 導 に 10 μM isopropyl 
β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), 0.01% arabinose を、CRISPRi による遺伝子ノックダウン 
(PLtetO-1) の誘導には 0.1 μM anhydrotetracycline (aTc) を用いた。また必要に応じて抗生物
質を下記の濃度で加えた。ampicillin, 100 μg/mL; ofloxacin, 5 μg/mL; kanamycin, 20 μg/mL; 
chloramphenicol, 25 μg/mL.  
 
4.2.2 遺伝子ノックダウン株の構築 
 既往研究で知られている persister 形成遺伝子のノックダウン株の構築のために、表 4.1 に
示すオリゴDNAを用いた。第 3章と同様にCRISPRiを用いて遺伝子をノックダウンしたが、
pgRNA_bacteria と pdCas9_bacteria の 2 つのプラスミドを用いてノックダウン株を構築した
ところ、理論上可能である(101)にもかかわらず複数の遺伝子の効率的な同時ノックダウン
が確認できなかった。原理は同じだが、プロモーターが異なる pdCas9(103)という新しいプ
ラスミドを用いて、遺伝子ノックダウン株を構築した。BsaI で pdCas9 を切断し、切断サイ
トに表 4.1 のオリゴ DNA を挿入した。対応する f/r のオリゴ DNA は CRISPR のターゲティ
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ングに必要な gRNA 配列とリピート配列が含まれている。複数の gRNA 配列の間に挿入さ
れているリピート配列が細菌内で切断されることで、それぞれの gRNA が個別のターゲッ
トに結合することができる。ライゲーション反応を行った後にプラスミドを JM109 株に導
入し、シーケンスを確認し、VIP205 株または MG1655 株に導入した。遺伝子のノックダウ
ンは qRT-PCR によって確かめた。 
 
表 4.1 遺伝子ノックダウンに用いた oligo DNA配列 
Oligo name Sequence (5’ – 3’) 
relA_spoTi_f 
AAACcaaccatcgtcctctcctttGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCCCA
AAACaggtttgaatcagttgattcG 
relA_spoTi_r 
AAAACgaatcaactgattcaaacctGTTTTGGGACCATTCAAAACAGCATAGCTC
TAAAACaaaggagaggacgatggttg 
obgEi_f AAACccgtaaatcattcgcctgcgG 
obgEi_r AAAACcgcaggcgaatgatttacgg 
glpDi_f AAACccctatcacaatcagatcttG 
glpDi_r AAAACaagatctgattgtgataggg 
 
4.2.3 qRT-PCRと persister assay 
 第 3 章に記載した方法と同様に実験した。 
 
4.2.4 Cell sorting 
 第 3 章と同様に FACS を用いて各ストレス環境から persister を分取した。ストレス環境を
再現した MOPS 最小培地 (non-stress, pH 6, wo_glc, wo_CA, and anaerobic conditions) で
VIP205_YFC 株を培養した。一晩培養した細菌培養液を遠心 (8,000 g, 2 min) して上清を除
き、0.01% アラビノースを含む PBS に再懸濁した。適切な濃度に希釈して、30 μm のフィ
ルターで処理し、FACS AriaII (BD biosciences) セルソーターを用いて細菌を分取した。分取
の際は、4℃に冷却した RNAprotect Bacteria Reagent (Qiagen) の中に細菌をソートした。 
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4.2.5 RNA-sequencing 
 分取した細菌は RNA 発現の変化を防ぐために 20 分ごとにサンプリングして RNA の抽出
を行った。Total RNAをRNeasy Mini Kits (Qiagen) の推奨プロトコルで抽出した。さらにRNA
の純度を高めるために ethachinmate (NIPPON GENE, Toyama, Japan) を加えてエタノール沈
殿することで精製した。抽出した RNA のクオリティを bioanalyzer (Agilent Technologies, 
Foster City, CA, USA) で確かめ、Agilent sureselectxt RNA target enrichment system を用いて
cDNA ライブラリを調製した。cDNA は Illumina Hiseq2500 sequencer を用いて、ペアエンド
100 bp の配列を読んだ。読んだシーケンスは CLC Genomics Workbench v5.5.1 (CLCbio, 
Denmark) 上で E. coli K-12 MG1655 のゲノム (Refseq NC_000913) にマッピングした。得ら
れた結果を補正し、遺伝子発現の有意差を明らかにするために edgeRを用いて解析した(112)。
false discovery rate (FDR) が 0.05 以下の遺伝子を有意な差がある遺伝子として機能解析に用
いた。個々の遺伝子の機能だけではなく、細菌の表現型を統計的に調べるために、Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Pathway database へのマッピング、機能クラスタ
ーのエンリッチメント解析を行った(98)。また、有意に発現が変動した遺伝子がどの転写因
子に制御されているのかを RegulonDB database を用いて調べた(113, 114)。 
 Hiseq2500 を用いたシーケンシングはゲノム支援 (MEXT KAKENHI No. 221S0002) の支
援を受け、東京大学鈴木研究室に委託した。 
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4.3 実験結果 
4.3.1 ストレスによる persister形成量への影響 
 ストレス環境での persister 形成メカニズムを明らかにするために、感染時に生じると考え
られるストレス (酸性、栄養飢餓、嫌気) 環境下で VIP205_YFC 株を培養した(6, 115)。pH5
以下の酸性ストレスを与えると、VIP205_YFC は増殖を低下させ、特に pH4 で一晩培養す
ると酸性ストレスで菌が死滅し、CFU を測定することができなかった。また、強い酸性培
地ではオフロキサシンに対してほぼ全ての細菌が生存した (図 4.1a, b)。しかしニューキノ
ロン系抗生物質は酸性条件に影響を受けて活性を低下させることが知られているため、生
存した細菌が persister 状態になっているかは明らかではない。”biphasic kill curve”を示すこ
とが persister の定義になっていることからも pH5 以下は persister ではないと考えた。キノ
ロン系抗生物質に影響を与えないとされる(116)pH6の培地では増殖㏿度に変化が見られず、
定常期の細菌集団では persister 形成数にも有意差はなかった (図 4.1a, c)。対数増殖期の細菌
では pH7 に比べて pH6 で培養した場合に、persister 形成が増加していたため、酸性ストレ
スが形成メカニズムに影響を与えていることが示唆された (図 4.1c)。 
 
 
図 4.1 pHを低下させたMOPS最小培地が大腸菌に与える影、(a) 増殖曲線, (b) 対数増殖期
の persister形成, (c) 定常期の persister形成, [参考文献(134)] より転載（一部改変） 
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 増殖と persister 形成数の変化は、最小培地だけではなく LB 培地でも同様の傾向を示した 
(図 4.2)。糖・アミノ酸・酸素の枯渇条件はそれぞれを完全に除去して培養した。各ストレ
ス環境で定常期まで培養して persister を測定した結果、ストレスのかからない環境と比べて
persister 数はそれほど変化していなかった (図 4.3)。 
 
 
図 4.2 酸性ストレスは LB培地でも細菌の表現型に影響する、(a) 増殖曲線, (b) 対数増殖期
の persister形成, (c) 定常期の persister形成 
 
図 4.3 各ストレス環境下で誘導される persister 
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4.3.2 既往研究の persister形成経路とストレス環境の関係 
 増殖㏿度や persister数だけではストレス環境が persister形成メカニズムに影響を与えてい
るかはわからない。そこで既往研究で知られている persister 遺伝子のノックダウン株を構築
し、各環境で persister 数を測定した。persister 遺伝子をノックダウンすると persister 形成が
抑えられるが、既往研究で示唆されているように環境条件がメカニズムに影響を与えると
すると、ノックダウンによって persister が減少する環境とそうではない環境が存在すると考
えられる。 
 relA/spoT をノックダウンした株を各環境で培養して persister 数を測定した。relA/spoT は
Stringent response の alarmone である ppGpp の合成遺伝子で、最もよく研究されている
persister gene の一つである。CRISPR interference (CRISPRi)によって遺伝子をノックダウンし
て各遺伝子が 1/100 程度に抑制されていることを確かめた (図 4.4)。本株は基質が十分な場
合、persister 数が有意に減少した (図 4.5)。アミノ酸飢餓でも同様に persister 数の減少は見
られたが、一方で pH6、グルコース飢餓培地、および無酸素状態ではコントロールと比べて
有意な差は観察されなかった。したがってこの 3 つのストレス条件では relA/spoT の経路の
働きは弱く、他の経路が優先的に働きやすいと考えられる。また、ppGpp と共同的にはたら
いて persister 形成を誘導することが報告された obgE(47)や glycerol の代謝遺伝子である
glpD(25)のノックダウンは既往研究では persister を減少させることが示されているが、本実
験条件では persister 形成に影響を与えなかった。以上の結果から周囲のストレス環境によっ
て有力な persister gene が異なっていることが示唆された。 
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図 4.4 persister遺伝子ノックダウンによる persister減少効果と培養環境の関係, [参考文献
(134)] より転載（一部改変） 
 
4.3.3 ストレス環境からの persisterの分取 
 persister マーカー株を 5 条件で定常期まで培養し、FACS を用いて解析した (図 4.5)。
Anaerobic 以外の条件ではネガティブコントロールよりも FRET 蛍光が強くなっていた。蛍
光タンパク質は成熟の過程で酸素を必要とするため、無酸素状態の培養では FRET の蛍光は
観察されなかった。しかし PBS に置換したうえで好気条件に移して培養すると、一部の細
菌だけが FRET 蛍光を発し始めることがわかった (図 4.6)。嫌気状態でも大腸菌マーカー株
は分裂と増殖を行っているため、YFP-FtsZ-CFP は正常に機能して Z-ring を作っている。そ
のため好気条件に移された際に蛍光タンパク質の蛍光中心が成熟することで、活発に増殖
している細菌だけが FRET 蛍光を発したと考えられる。そこで嫌気条件では培地を PBS に
置換し、好気条件で 30 分静置したサンプルを FACS による解析と分取に用いた。第 2 章の
検討結果に従って FRET 蛍光を発していない細菌を persister と考えて分取した。 
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図 4.5 各環境の FACS解析結果と persister分取のためのゲーティング、P1集団 (FRET蛍光
が弱い 2%) を persisterとして分取した 
 
 
図 4.6 嫌気環境下から好気環境に移動した際の FRET蛍光強度の変化、一部の細菌は 30分
以内に FRET蛍光が増大する 
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4.3.4 RNA-sequencing で発現が変動していた遺伝子数 
 6 条件 (non-stress 通常細菌コントロール、non-stress persister, pH6 persister, wo_glc persister, 
wo_CA persister, anaerobic persister)、3 連のシーケンス結果を大腸菌のゲノムにマッピングし
た。全体のリード数のうち大半は ”non-specifically” としてマッピングされる (ゲノム上に
複数配列がある rRNA) 一方で、”uniquely” としてカウントされるものも存在していた。
rRNA 以外の遺伝子の配列にマッピングされたリードは全体の 1~3%だった。しかし全体で
２億リード読めているため、95%の遺伝子には少なくとも 1 リード以上マッピングされた。 
 edgeR で解析した結果から、FDR が 0.05 以下の遺伝子を有意に発現が変化した遺伝子と
した。ストレス環境下の persister は 256-847 遺伝子の発現が亢進しており、ほぼ同数の遺伝
子発現は抑制されていた (表 4.2)。各条件で検出された遺伝子がどの程度近似しているかを
確かめるためにクラスタリングを行った (図 4.7a)。その結果、anaerobic では他の 4 つの条
件とは大きく異なる遺伝子発現をしていることがわかった。Non-stress, pH6, wo_CA, wo_glc
の中でも検出される遺伝子が異なっていたが、wo_glc と wo_CA は近いクラスターに分類さ
れた。基質の飢餓状態の persister では糖・アミノ酸にかかわらず似通った表現型になってい
ることが示唆された。この傾向は既往研究で報告されている persister gene に関しても同様
の傾向を示した (図 4.7b)。AnaerobicではTA systemの遺伝子が高発現している傾向があり、
代謝にかかわる遺伝子は発現していなかった。逆に他の環境では toxin の発現は低く、
non-stressではdnaKやCRP、pH6ではnon-stressと共通している遺伝子に加えて clpBや tnaA、
wo CA では spoT, lon, obgE、wo_glc では glpD などの発現が確認された。環境によって遺伝
子発現プロファイルが異なっていたため、環境ごとの遺伝子発現の差と、環境によって左
右されない共通の発現遺伝子についてより詳細な解析を進めた。 
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表 4.2 有意に発現量が変化していた遺伝子数 
変化 full pH6 wo CA wo glc anaerobic 
亢進 256 398 847 463 572 
抑制 190 296 668 448 893 
全体 446 694 1515 911 1465 
 
         
図 4.7 遺伝子発現の環境ごとの違い、(a) 有意に発現が変化した遺伝子のクラスター解析, 
[参考文献(134)] より転載（一部改変）、(b) 既往研究で報告されている遺伝子の発現 
gene full pH6 wo_CA wo_glc anaerobi fucntion
mazF -2.29 -2.12 -2.21 NS NS TA system
mazE NS NS NS NS NS TA system
chpB NS 1.37 NS NS NS TA system
relB NS NS NS NS NS TA system
relE NS NS -1.69 NS 1.02 TA system
yefM NS -0.86 -3.99 NS 1.12 TA system
yoeB -1.22 -1.40 -4.44 -1.27 1.68 TA system
dinJ NS NS -1.83 -0.81 TA system
yafQ NS -1.20 -2.48 -1.60 0.91 TA system
higA NS NS NS NS NS TA system
higB NS NS NS NS NS TA system
yafN NS NS -1.48 NS NS TA system
yafO -2.32 -2.32 -2.57 -2.23 1.52 TA system
mqsR -0.88 -0.64 -4.17 -0.81 2.89 TA system
mqsA NS NS -3.24 -0.85 2.03 TA system
yhaV NS NS -2.19 -1.36 NS TA system
hicA NS NS -2.91 NS NS TA system
hicB NS NS -1.86 NS NS TA system
hipA -1.37 -1.87 -2.17 -1.58 1.73 TA system
hipB NS NS -2.16 NS NS TA system
katG -0.81 NS -1.34 NS NS Antioxidant defense
oxyR NS NS NS NS -0.95 Antioxidant defense
glpD NS NS NS 1.37 -1.56 energy production
sucB 1.17 1.56 1.27 NS -2.01 energy production
dnaK 1.43 2.30 NS -0.88 -2.25 global regulator
clpB NS 1.49 NS -1.42 -1.61 global regulator
phoU NS NS 2.06 NS -2.03 global regulator
crp 1.15 0.85 1.27 NS -1.10 global regulator
cyaA NS NS NS NS -0.53 global regulator
pspF NS NS -1.86 -1.91 1.32 signaling pathway
tnaA NS 3.87 NS NS -4.23 signaling pathway
recA NS NS NS NS NS SOS response
umuD NS NS NS NS NS SOS response
uvrA NS NS NS NS NS SOS response
relA NS NS NS NS NS stringent response
spoT -1.23 NS 1.02 NS NS stringent response
lon NS NS 1.65 NS -2.51 stringent response
obgE NS NS 1.67 1.62 -1.06 stringent response
smpB NS NS NS NS NS trans-translation
ssrA NS -0.86 -4.31 -2.03 3.67 trans-translation
(a) (b) 
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4.3.5 ストレス環境ごとの遺伝子発現の特徴 
 各環境の遺伝子発現の違いを明確にするために、特に変化の大きかった遺伝子として
FDR が小さい上位 30 の遺伝子を解析した（図 4.8, 表 4.3）。その結果 non-stress ではいくつ
かのトランスポーター (araE, actP, mtr, araH, yccA, araF, ytfQ) の発現や脂質代謝に関わる
遺伝子 (fadA, B, D, E, J, L) が高発現していた。fadA, B, D, E, J, L の反応、脂肪酸の β 酸化で
は acetyl CoA および NADH を産生することで炭素源・エネルギー源となる(117)。これらの
脂質代謝遺伝子の発現は CRP-cAMP 等で活性化されることから、persister では炭素飢餓スト
レスが強く発現し、トランスポーターや脂肪酸酸化酵素によって多様な基質を用いた代謝
が可能になっていることが示唆された。pH6 では Non-stress と同様にトランスポーターが出
ていたのに加えて、いくつかの特徴的なストレス応答 (dps, aldA, acs, yaeG, dnaK) が発現し
ていた。この条件では酸性ストレスに対する応答が亢進していると考えられるため (表 4.6, 
FNR, GadE, and PhoP)、これらのストレス応答が蓄積することで persister が形成されている
かもしれない。wo_glc で亢進していた遺伝子を見ると顕著にリボソームタンパク質が多い。
persister 形成時にはリボソームの質的な変化が起こっているという報告もあり(26)、リボソ
ームの働きが変わることで翻訳される遺伝子を調節している可能性がある。wo_CA では
TOP30 では亢進している遺伝子自体が少なかったが、いくつかの代謝遺伝子は活発になっ
ていた。anaerobic では small RNA (sRNA) が高発現していることが確認された。これらの遺
伝子は persister の分野では ppGpp や rpoS ほどには注目されていないが、数多くの遺伝子の
転写を調節していることが知られている(118)。wo_glc や anaerobic では転写後調節を示唆す
る遺伝子発現が明らかとなった。これらの遺伝子は persister ではほとんど報告がないが、プ
ロテアーゼの活性が persister を誘導することも報告されているため、persister 形成は翻訳の
レベルでも高度に調節されていることが示唆された。ストレス環境で分取した細菌をスト
レスの無い環境の活発な細菌と比較しているため、ここで検出された遺伝子には persister
特異的な遺伝子に加えてストレスによって誘導される遺伝子も含まれている。  
87 
 
図 4.8 有意差上位 30遺伝子の分布, [参考文献(134)] より転載（一部改変） 
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表 4.3 特に有意に変化した上位 30遺伝子の機能 
non-stress v.s. control 
gene logCPM logFC function 
acs 1.25  3.55  acetyl-CoA synthetase (AMP-forming) 
fadB 1.43  3.39  fatty acid oxidation complex, α component 
fadL 0.24  3.76  fatty acid uptake 
dps 0.79  3.16  
stationary phase nucleoid component that sequesters iron and 
protects DNA from damage 
fadE 2.89  3.17  acyl-CoA dehydrogenase 
ycgB 1.21  2.99  conserved protein 
yeaG 1.12  3.51  
protein kinase, YeaG plays a role in the adaptation to 
sustained nitrogen starvation,  
ompW -0.01  -3.49  outer membrane protein W 
aldA 2.42  2.56  aldehyde dehydrogenase A, NAD-linked 
yeaH -0.86  3.23  conserved protein 
araE 2.73  2.88  arabinose:H+ symporter 
actP -1.31  3.68  acetate / glycolate : cation symporter 
gltA 2.03  2.05  citrate synthase 
yohC -0.85  2.99  predicted inner membrane protein 
mtr 1.53  2.99  tryptohan / indole:H+ symporter Mtr 
astC -0.73  2.86  succinylornithine transaminase 
htpX 1.09  2.20  
HtpX is a heat shock protein that may be involved in 
degrading misfolded proteins 
fadA -0.62  2.90  fatty acid oxidation complex, β component 
ldtE -1.11  2.71  L,D-transpeptidase LdtE 
araH 2.15  2.01  arabinose ABC transporter - membrane subunit 
yqfA 0.00  2.17  predicted oxidoreductase, inner membrane subunit 
aldB -0.89  2.49  acetaldehyde dehydrogenase 
yccA 0.39  2.41  putative carrier/transport protein 
ygiB -0.15  2.28  conserved outer membrane protein 
ygaM -0.83  2.84  predicted protein 
fadD 2.61  1.99  fatty acyl-CoA synthetase 
araF 3.69  2.78  arabinose ABC transporter 
ytfQ 1.00  1.84  galactofuranose / galactopyranose ABC transporter 
csiE -1.76  3.28  stationary phase inducible protein 
fadJ 0.10  2.11  component of anaerobic fatty acid oxidation complex 
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pH6 v.s. control 
gene logCPM logFC function 
araE 4.29  3.91  arabinose:H+ symporter 
ytfQ 2.85  3.28  galactofuranose / galactopyranose ABC transporter 
dctA 3.40  3.06  C4 dicarboxylate / orotate:H+ symporter 
glmY 2.79  -3.08  GlmY small regulatory RNA 
malE -0.38  4.51  maltose ABC transporter - periplasmic binding protein 
putA 1.17  4.02  fused PutA DNA-binding transcriptional repressor 
ynfM 0.22  -2.85  putative transport protein 
tnaA -1.01  3.87  tryptophanase / L-cysteine desulfhydrase 
putP -0.24  3.27  proline:Na+ symporter 
yohC -0.10  3.06  predicted inner membrane protein 
lamB -0.57  5.04  
maltose outer membrane porin / phage lambda receptor 
protein 
dppA 1.47  2.50  dipeptide ABC transporter - periplasmic binding protein 
fadE 2.92  2.50  acyl-CoA dehydrogenase 
dps 1.14  2.83  
stationary phase nucleoid component that sequesters iron and 
protects DNA from damage 
yliI 0.31  -2.64  aldose sugar dehydrogenase 
ycgB 1.51  2.60  conserved protein 
copA -0.54  -2.71  Cu+ export ATPase 
aldA 2.81  2.28  aldehyde dehydrogenase A, NAD-linked 
astC -0.10  2.80  succinylornithine transaminase 
ycdT -0.73  -2.49  diguanylate cyclase 
yjfF -0.81  3.24  galactofuranose ABC transporter 
argC -1.02  -4.12  N-acetylglutamylphosphate reductase 
ytfR 1.17  2.20  galactofuranose / galactopyranose ABC transporter 
ucpA 1.03  1.96  predicted oxidoreductase 
acs 0.80  2.29  acetyl-CoA synthetase (AMP-forming) 
mglB 1.28  2.11  galactose ABC transporter - periplasmic binding protein 
cstA 2.71  2.03  
peptide transporter induced by carbon starvation, this 
induction requires cAMP and CRP  
yeaG 1.07  2.73  
protein kinase, YeaG plays a role in the adaptation to 
sustained nitrogen starvation,  
dnaK 3.52  2.30  chaperone protein DnaK 
sstT 0.41  2.00  serine / threonine:Na+ symporter 
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wo_glc v.s. control 
gene logCPM logFC function 
csrC 6.57  -6.69  RNA inhibitor of CsrA 
ompW 0.24  -5.11  outer membrane protein W 
bssR 2.70  -4.97  regulator of biofilm formation 
glmY 2.60  -3.24  GlmY small regulatory RNA 
ynfM -0.08  -4.41  putative transport protein 
glgS 0.59  -3.95  
surface composition regulator, GlgS negatively regulates 
flagellar motility and production of biofilm polysaccharides 
yliI 0.00  -4.21  aldose sugar dehydrogenase 
cydA 0.90  -3.27  cytochrome bd-I terminal oxidase subunit I 
phoH 0.77  -2.72  ATP-binding protein 
rplC 1.08  2.78  50S ribosomal subunit protein L3 
csrB 7.14  -4.29  CsrB small regulatory RNA 
rplD 0.56  2.59  50S ribosomal subunit protein L4 
rpmC -0.40  3.37  50S ribosomal subunit protein L29 
ybaO 0.18  -2.70  DecR DNA-binding transcriptional activator 
glmZ 0.85  -2.44  
GlmZ small regulatory RNA, involved in the DNA damage 
response 
rplW 0.47  2.72  50S ribosomal subunit protein L23 
rpsC 0.73  2.41  30S ribosomal subunit protein S3 
rnpB 8.88  -1.99  RnpB RNA; catalytic subunit of RNAse P 
rplB 0.96  2.57  50S ribosomal subunit protein L2 
acs 0.72  2.42  acetyl-CoA synthetase (AMP-forming) 
rpsJ 0.78  2.42  30S ribosomal subunit protein S10 
xdhD -1.81  -3.51  
fused predicted xanthine/hypoxanthine oxidase: 
molybdopterin-binding subunit and Fe-S binding subunit 
rimM 1.02  2.23  rpmH, 50S ribosomal subunit protein L34 
trmD 1.66  2.28  tRNA m1G37 methyltransferase 
thiC 0.08  2.36  HMP-P synthase 
rplY -0.38  2.64  50S ribosomal subunit protein L25 
rplQ -0.79  2.74  50S ribosomal subunit protein L17 
rpoA 1.45  2.04  RNA polymerase, α subunit 
ftsZ 8.63  -1.96  essential cell division protein FtsZ 
cydB 0.55  -2.57  
cytochrome bd-I terminal oxidase subunit II 
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wo_CA v.s. control 
gene logCPM logFC function 
ybaO 1.57  -6.68  DecR DNA-binding transcriptional activator 
csrC 8.18  -6.90  RNA inhibitor of CsrA 
glmY 4.10  -5.37  GlmY small regulatory RNA 
metE 2.91  5.75  cobalamin-independent homocysteine transmethylase 
bssR 4.28  -6.86  regulator of biofilm formation 
yliI 1.55  -5.03  aldose sugar dehydrogenase 
ydcO -0.15  -4.68  DLP12 prophage; predicted protein 
ynfM 1.49  -4.61  putative transport protein 
eutM -1.11  -7.12  
predicted structural protein, ethanolamine utilization 
microcompartment 
cysI 0.70  8.12  sulfite reductase, hemoprotein subunit 
yibA -0.07  -5.16  predicted lyase containing HEAT-repeat 
yagP -1.26  -5.27  predicted transcriptional regulator LYSR-type 
ygeY -1.87  -5.73  predicted peptidase 
insX -0.03  -5.07  predicted IS protein 
ssrS 7.64  -4.70  6S RNA 
rnpB 10.23  -4.56  RnpB RNA; catalytic subunit of RNAse P 
ygfK -0.61  -4.51  predicted oxidoreductase, Fe-S subunit 
ycdT 0.48  -4.14  diguanylate cyclase 
yedS -0.59  -4.31  predicted protein 
mqsR 2.56  -4.17  
mRNA interferase, toxin of the MqsR-MqsA toxin-antitoxin 
system 
ssrA 12.28  -4.31  tmRNA 
cysJ 0.53  6.08  sulfite reductase, flavoprotein subunit complex 
xapB -2.22  -5.15  xanthosine:H+ symporter XapB 
ilvG 2.31  5.57  acetolactate synthase II, large subunit 
yefM 1.45  -3.99  YefM-antitoxin DNA-binding transcriptional repressor 
ymgD -0.83  -4.03  predicted protein 
ilvC 0.82  4.58  acetohydroxy acid isomeroreductase 
xdhD -0.31  -3.70  
fused predicted xanthine/hypoxanthine oxidase: 
molybdopterin-binding subunit and Fe-S binding subunit 
uacT -2.31  -4.72  urate:H+ symporter 
yoeB 1.23  -4.44  
toxin of the YoeB-YefM toxin-antitoxin pair 
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anaerobic v.s. control 
gene logCPM logFC function 
glmY 3.46  4.55  GlmY small regulatory RNA 
rnpB 9.64  3.49  RnpB RNA; catalytic subunit of RNAse P 
ynfM 0.78  4.41  putative transport protein, major facilitator superfamily 
ssrA 11.67  3.67  tmRNA 
csrC 7.54  5.97  RNA inhibitor of CsrA 
putA 2.45  -4.53  fused PutA DNA-binding transcriptional repressor 
htpG 1.72  -3.37  molecular chaperone, HSP90 family 
yhfZ 0.97  -3.73  conserved protein 
pspA 3.11  -2.73  
regulatory protein for the phage shock operon, protects 
membrane integrity 
ybaO 1.02  3.10  predicted DNA-binding transcriptional regulator 
groL 2.80  -2.76  GroEL chaperonin 
mqsR 1.99  2.89  
mRNA interferase, toxin of the MqsR-MqsA toxin-antitoxin 
system 
yliI 0.92  3.48  aldose sugar dehydrogenase 
tnaA 0.16  -4.23  tryptophanase / L-cysteine desulfhydrase 
yejG 1.57  2.76  predicted protein 
glmZ 1.72  2.68  
GlmZ small regulatory RNA, involved in the DNA damage 
response 
cyoB 1.16  -2.85  cytochrome bo terminal oxidase subunit I 
zinT -1.42  4.37  cadmium-induced cadmium binding protein 
dauA 0.86  2.63  C4 dicarboxylate transporter DauA 
groS 0.34  -3.27  GroES cochaperonin 
dnaK 4.26  -2.25  chaperone protein DnaK 
nuoC 0.92  -2.99  NADH:ubiquinone oxidoreductase, chain CD 
cyoA 0.51  -2.97  cytochrome bo terminal oxidase subunit II 
phoH 1.75  2.28  ATP-binding protein 
glpT 0.51  -3.25  glycerol-3-phosphate:phosphate antiporter 
pspB 0.34  -3.10  antitoxin of a PspC-PspB toxin-antitoxin pair 
glgS 1.64  2.61  
surface composition regulator, GlgS negatively regulates 
flagellar motility and production of biofilm polysaccharides 
tufB 1.66  -2.41  elongation factor Tu 
yedS -1.32  3.05  predicted protein 
yfbV 0.20  2.43  protein involved in regulation of chromosome structure 
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4.3.6 ストレス persisterに共通する遺伝子発現 
 有意差が大きかった上位 30 遺伝子の解析からは各環境下で発現する遺伝子の特徴が明ら
かとなったが、ストレス環境で共通して発現していた遺伝子も存在していた (表 4.4)。前述
のとおり anaerobic では他の条件とは大きく異なる遺伝子発現になっており、すべての条件
で共通している遺伝子は astA のみだった。本研究ではストレス環境で影響力の大きい遺伝
子経路を明らかにするために、4 つ以上の環境に共通する 36 遺伝子の機能にも注目した。
まず全ての環境で共通していた astA (Arginine succinyltransferase) は AST pathway と呼ばれ
る arginine を分解して窒素源であるアンモニアを生み出す一連の反応の 1 段階目の反応で、
そのほかの AST pathway 遺伝子 (astC, D, E) は anaerobic 以外の条件では高発現していた。
AST パスウェイは大腸菌で見つかっている唯一のアルギニン分解経路で、2 分子のアンモニ
アと 2 分子のグルタミン酸を生じる(119)。この経路では十分な窒素源を生み出すことがで
きるが炭素源にはならない。また、この一連の経路はアミノ酸が培地に存在しない条件で
も発現していることから、persister では窒素源を手に入れるために自身の菌体成分の異化反
応を積極的に起こしているかもしれない。これまでにも persister の形成を誘導する外部因子
として基質の枯渇が考えられてきたが、本研究では特に nitrogen starvation に対するストレ
ス応答が persister を誘導することが示唆された。AST pathway は NtrC によって発現が制御
されているが、ストレス環境で共通して高発現している遺伝子には、patA や yeaG などの
NtrC で制御される遺伝子がエンリッチされていた (8/37 genes)。ストレス応答のレギュレー
ター間のつながりは非常に複雑だが、異なる環境であっても persister に共通して生じる変化
があることは興味深い。4 つの環境に共通して発現していた全 37 遺伝子の中で 9 遺伝子は
トランスポーターが見つかった。ABC transporter と H+ symporter があり、能動的に galactose, 
いくつかのアミノ酸や脂肪酸などの基質の取り込みをしていることが明らかとなった。ト
ランスポーターが高発現していることで、persister が抗生物質の無い、増殖に適した環境に
変化した際に㏿やかに再増殖できると予想される。そのほか活性酸素 (ROS) ストレスに関
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わる遺伝子も高発現していた。Dps は飢餓状態へのストレス応答に必要な遺伝子で、DNA
に結合して活性酸素による DNA damage を抑制していることが知られている(120)。ROS と
persister の関係はこれまでにもいくつもの研究で報告されてきた。既往研究からは細菌内の
ROS を低く保つこと、もしくはそのためのストレス応答自体が persister 形成を誘導してい
ることが示唆されている(59-62)。iron-sulfur cluster scaffold protein (nfuA) は、oxidative stress
や iron starvation によって発現が上昇することが知られるストレス応答遺伝子で、この遺伝
子のノックアウト変異株は活性酸素のストレス下では増殖に深刻な影響がある(121)。aldAB
は aldehyde dehydrogenase で比較的広範囲のアルデヒドと反応することが知られている。こ
の遺伝子は glucose limitation の際に高発現するため、飢餓状態への short term adaptation に重
要だと考えられている(122, 123)。それに加えて動物細胞の aldehyde dehydrogenase の研究か
らは活性酸素の攻撃によって生じるアルデヒドを解毒することで細胞を守っていることが
示唆されている(9, 10)。ストレス環境で共通して発現していた遺伝子の機能を図 4.9 にまと
めた。 
図 4.9 ストレス環境で共通して発現していた遺伝子, [参考文献(134)] より転載（一部改変）  
I. ABC transporter / H+ symporter: actP, argT, cstA, cycA, fadL, galP, yjfF, ytfQ, ytfT
peptide
lysine / arginine
serine / alanine fatty acid
askance
nfuA
patA
arginine glutamate
DNA carbon / energy
putrescine
+ 2-oxoglutarate
4-aminobutanal 
+ L-glutamate
yeaG
Kinase; plays a role in the adaptation to
sustained nitrogen starvation
degradation
II. Nitrogen starvation response
dps
nfuA
aldAB
III. Oxidative stress response
and protection from DNA damage
DNA
Damage
galactose
acetate
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表 4.4 四つ以上の環境の persisterで共通して高発現していた遺伝子 
gene 
non- 
stress 
LogFC 
pH6 
LogFC 
wo_glc 
LogFC 
wo_CA 
LogFC 
anaerobic 
LogFC function 
acs 3.55  2.29  2.42  3.26  -1.43  
acetyl-CoA synthetase 
(AMP-forming) 
actP 3.68  2.25  3.20  2.96  -2.23  
acetate / glycolate : cation 
symporter 
aldA 2.56  2.28  2.10  1.38  -1.54  aldehyde dehydrogenase A 
aldB 2.49  NS 1.88  2.05  1.28  acetaldehyde dehydrogenase 
argT 2.39  1.93  1.96  3.29  -1.43  
lysine / arginine / ornithine 
ABC transporter 
astA 2.67  2.74  2.22  2.24  0.99  arginine succinyltransferase 
astC 2.86  2.80  2.10  2.57  NS 
succinylornithine 
transaminase 
astD 3.95  3.54  3.63  3.00  NS aldehyde dehydrogenase 
astE 3.88  3.21  4.02  2.66  NS 
succinylglutamate 
desuccinylase 
csiE 3.28  2.27  1.61  3.47  NS 
stationary phase inducible 
protein 
cstA 1.75  2.03  1.07  1.79  NS 
peptide transporter induced 
by carbon starvation 
cycA 1.46  1.87  2.00  1.77  -1.13  
serine / alanine / glycine / 
cycloserine:H+symporter 
cyoA 1.32  1.87  1.77  3.15  -2.97  
cytochrome bo terminal 
oxidase subunit II 
dps 3.16  2.83  NS 2.71  0.69  
stationary phase nucleoid 
component that protects 
DNA from damage 
eno 1.11  0.93  0.74  1.79  -0.96  enolase 
fabB 1.09  1.08  1.79  1.18  -0.76  KASI 
fadB 3.39  1.80  1.02  1.45  -1.90  
fatty acid oxidation complex, 
α component 
fadH 2.34  1.28  1.24  1.57  -1.07  2,4-dienoyl-CoA reductase 
fadL 3.76  1.77  2.62  3.63  -1.92  
long-chain fatty acid outer 
membrane porin 
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fbaB 1.27  1.09  1.13  1.60  NS 
fructose bisphosphate 
aldolase class I 
galP 1.61  1.52  1.60  3.50  -1.95  galactose:H+ symporter 
glcB 1.67  1.20  1.43  3.01  -1.55  malate synthase G 
gltB 1.23  1.55  1.34  3.93  -2.12  
glutamate synthase, large 
subunit 
lptD 0.78  0.70  0.89  1.73  -1.27  
outer membrane 
lipopolysaccharide transport 
and assembly complex 
malT 1.29  1.45  1.08  2.11  -1.09  
MalT transcriptional 
activator 
nfuA 1.66  1.58  1.84  1.10  -1.91  
iron-sulfur cluster scaffold 
protein 
nuoB 1.83  1.53  1.61  2.30  -3.17  
NADH:ubiquinone 
oxidoreductase, chain B 
ompA 1.20  1.67  1.13  2.48  -0.90  outer membrane porin A 
patA 1.31  1.44  0.76  NS 1.57  putrescine aminotransferase 
pheT 0.99  1.05  0.95  1.98  -0.96  
phenylalanyl-tRNA 
synthetase β-chain 
ycgB 2.99  2.60  NS 2.51  1.43  conserved protein 
yeaG 3.51  2.73  1.25  3.50  NS protein kinase 
yeaH 3.23  2.32  1.19  2.83  NS conserved protein 
ygaM 2.84  NS 0.91  2.38  1.66  predicted protein 
yjfF 2.27  3.24  1.75  2.41  NS 
galactofuranose / 
galactospyranose ABC 
transporter - putative 
membrane subunit 
ytfQ 1.84  3.28  0.79  2.72  -0.59  
galactofuranose / 
galactopyranose ABC 
transporter - periplasmic 
binding protein 
ytfT 1.47  2.54  1.06  1.71  NS 
galactofuranose / 
galactopyranose ABC 
transporter - putative 
membrane subunit 
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 最後に、高発現していた遺伝子の機能を統計的に明らかにするために、KEGG 機能アノ
テーションのエンリッチメント解析を行った  (表 4.5)。その結果、各環境で carbon 
metabolism, TCA cycle, amino acid metabolism など大きな分類で有意差が認められたものの、
全体的な代謝の変化と persister 形成のメカニズムの関連は解明できなかった。そこでどのよ
うなストレス応答が発現しているのかに特化した統計解析として、転写因子のエンリッチ
メント解析を行った。regulonDB データベースから転写因子と被制御遺伝子のリストを抽出
し、本研究の高発現遺伝子がどの転写因子に制御されているかを調べた (表 4.6)。その結果、
CRP regulon がいくつかの環境で高発現していることが明らかとなった。CRP は cAMP と複
合体を形成する転写因子で、regulonDB によると、2 次炭素源を異化する 518 もの酵素を制
御している。cAMP が relA の発現 (ppGpp の合成) を誘導することもしくは toxin の発現を
誘導して persister 形成を促進させることが報告されている(44, 124, 125)。一方で Kwan らは
cAMP 特異的なホスホジエステラーゼを発現させて細菌内の cAMP を減少させると persister
が増加するという逆の結果を報告している(84)。現在では cAMP が細菌に及ぼす影響が広範
囲であることから、他の遺伝子や転写因子の発現にも影響されて、persister が非常に複雑に
制御されていると考えられている。cAMP がどのような遺伝子発現を介して persister に影響
を与えるのかはまだ明らかになっていないが、ストレス環境では cAMP が persister 形成を
誘導していることが示唆された。さらに NtrC や NarP, Nac など、窒素飢餓状態に応答する
転写因子によって制御される遺伝子が persister で高発現していた。共通して発現していた遺
伝子の AST pathway や patA でも考察したが、窒素の飢餓状態が persister に関与していると
考えられる。加えて、relA の発現も NtrC の飢餓応答によって強く誘導されることが明らか
となっており(126)、この点からも窒素飢餓の重要性が示唆された。 
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表 4.5 KEGGの機能アノテーションを基にした高発現遺伝子のエンリッチメント解析結果 
 
 
表 4.6 発現が上昇していた遺伝子を制御している転写因子 
Category Q-value Target Target all Genome Genome all 
Non-stress           
ArcA 6.51E-06 31 225 183 4315 
Cra 5.67E-05 18 238 82 4416 
CRP 8.83E-05 59 197 572 3926 
FadR 0.000174 9 247 23 4475 
TrpR 0.000174 7 249 12 4486 
NtrC 0.000806 12 244 55 4443 
GlcC 0.007164 4 252 7 4491 
AraC 0.020566 5 251 18 4480 
ArgR 0.025175 7 249 38 4460 
CpxR 0.025175 10 246 70 4428 
TyrR 0.025455 4 252 13 4485 
Fur 0.029021 15 241 131 4367 
HU 0.045462 3 253 9 4489 
SoxR 0.046286 2 254 3 4495 
pH6           
CRP 4.60E-14 114 284 572 3926 
ArcA 2.19E-09 49 349 183 4315 
Cra 1.96E-08 30 368 82 4416 
IHF 2.31E-06 51 347 253 4245 
FNR 6.44E-06 56 342 306 4192 
FadR 1.05E-05 13 385 23 4475 
GadE 1.51E-05 14 384 29 4469 
PdhR 2.39E-05 16 382 41 4457 
Mlc 0.000115 8 390 10 4488 
Fis 0.000455 41 357 239 4259 
full pH6 wo_CA wo_glc anaerobic
Carbon metabolism Energy metabolism Ribosome Ribosome Metabolism of cofactors and vitamins
Citrate cycle (TCA cycle) Carbon metabolism Biosynthesis of amino acids Genetic Information ProcessingRibosome
Biosynthesis of amino acids Oxidative phosphorylation Genetic Information Processing Translation Carbon metabolism
Fatty acid degradation Cellular Processes Amino acid metabolism Oxidative phosphorylation
Amino acid metabolism Cell motility Energy metabolism Bacterial chemotaxis
Glycolysis / Gluconeogenesis Bacterial chemotaxis Nucleotide metabolism Fatty acid metabolism
Fatty acid metabolism Citrate cycle (TCA cycle) Oxidative phosphorylation Energy metabolism
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesisAmino acid metabolism Metabolism of cofactors and vitaminsPhenylalanine metabolism
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism Glycolysis / Gluconeogenesis Purine metabolism Lipid metabolism
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GalS 0.002172 7 391 14 4484 
GalR 0.002172 7 391 14 4484 
MalT 0.002298 6 392 10 4488 
FlhDC 0.002298 18 380 82 4416 
MraZ 0.004176 7 391 17 4481 
AraC 0.005065 7 391 18 4480 
RbsR 0.00605 5 393 9 4489 
NagC 0.007922 10 388 39 4459 
YedW 0.012968 5 393 12 4486 
CusR 0.012968 5 393 12 4486 
PhoP 0.017495 12 386 59 4439 
IclR 0.018213 3 395 4 4494 
HU 0.019514 4 394 9 4489 
GlpR 0.019514 4 394 9 4489 
CsiR 0.024112 3 395 5 4493 
ArgR 0.029758 8 390 38 4460 
Lrp 0.029758 17 381 109 4389 
Fur 0.029758 20 378 131 4367 
YqhC 0.029758 2 396 2 4496 
EnvY 0.029758 2 396 2 4496 
PutA 0.029758 2 396 2 4496 
TrpR 0.029758 4 394 12 4486 
TorR 0.029758 4 394 12 4486 
NarL 0.030274 20 378 137 4361 
wo_glc           
PaaX 7.05E-05 12 451 14 4484 
ArcA 7.05E-05 44 419 183 4315 
Fur 0.006911 30 433 131 4367 
FadR 0.01185 10 453 23 4475 
FNR 0.014666 52 411 306 4192 
GlcC 0.042553 5 458 7 4491 
Nac 0.045308 8 455 21 4477 
CRP 0.045308 81 382 572 3926 
IHF 0.045308 42 421 253 4245 
CsiR 0.049638 4 459 5 4493 
GadE 0.049638 9 454 29 4469 
100 
PdhR 0.049638 11 452 41 4457 
wo_CA           
PurR 0.001524 21 826 31 4467 
PdhR 0.001712 24 823 41 4457 
NarP 0.007403 1 846 65 4433 
Fur 0.010561 46 801 131 4367 
MalT 0.021665 9 838 10 4488 
MraZ 0.034475 11 836 17 4481 
anaerobic           
CRP 0.013701 42 530 572 3926 
Lrp 0.018233 30 542 109 4389 
H-NS 0.030325 43 529 188 4310 
 
4.3.7 aldBのノックダウンによる persister形成の抑制 
 ストレス環境において共通して発現している遺伝子が明らかとなったが、いくつかのス
トレス環境で分取した細菌をストレスの無い環境の細菌と比較しているため、検出された
遺伝子には persister 特異的な遺伝子に加えてストレス環境によって誘導される遺伝子も含
まれていると考えられる。そこで、検出された遺伝子が persister 形成に関与しているのかを
確かめた。様々なストレス環境で共通して発現する遺伝子は persister の生存に重要な役割を
担っているのでは無いかと考え、これらの遺伝子のノックダウン株を作成した。全ての環
境で発現していた astA はノックダウン株しても persister が減少しなかった。しかし同じく
共通して（酸性ストレス以外）発現していた aldB をノックダウンした株を LB 培地 (スト
レスの無い富栄養培地) で対数増殖期まで培養すると、コントロールよりも persister が顕著
に減少することが明らかとなった (図 4.10b)。aldB ノックダウン株の 5 時間の抗生物質処理
後の生存率は、ノックダウンの誘導剤である aTc を加えずに培養した場合に比べて 1 µM の
aTc を加えた系で約 1/10 に減少した。一方で aldB に対する gRNA を持たない空ベクター株
は aTc を加えても生存率に変化はなかった (図 4.10a)。したがって aldB のノックダウンによ
って persister が減少することが示された。また、抗生物質投与後 3 時間でほとんどの細菌が
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死滅し、その後生存率が横ばいになることが分かった。以降の実験では 3 時間処理後の生
存率を persister 形成の指標として用いた。 
 
 
図 4.10 aldBノックダウンによる persisterの減少、(a) gRNAを持たないコントロール株, (b) 
aldBノックダウン株、LB培地で対数増殖期まで培養, [参考文献(134)] より転載（一部改変） 
 
 ストレス環境と aldB を介した persister のメカニズムの関係を調べるために、RNA-seq 時
に用いたストレス環境で aldB ノックダウン株を培養して persister を測定した (図 4.11)。
RNA-seq の結果ではこの遺伝子は pH6 以外の環境で共通して高発現していたため、ストレ
ス環境に共通して重要な遺伝子ではないかと予想したが、残念ながら本株は non-stress 環境
では LB 培地と同様に persister を減少させたが、ストレス環境では変化が見られず、特に
wo_CA では aldB ノックダウンによって persister が逆に増加することが明らかとなった (図
4.11)。一つの遺伝子のノックダウンが環境を変えるだけで、persister 形成に逆の効果を与え
ることはこれまでに報告されていない。そこで、この珍しい現象を掘り下げることを糸口
として、aldB と persister の関わりを知ることができるのではないかと考えた。 
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図 4.11様々な培地条件下での aldBノックダウンの影響, [参考文献(134)] より転載（一部改
変） 
 
 最も顕著に差が見られたストレス環境は、non-stress と wo_CA であった。このことから
wo_CA 培地でグルコースの解糖系に依存していることが影響しているのではないかと考え、
炭素源を変えて同様の実験を行った。解糖系、ペントースリン酸回路、発酵、TCA cycle に
関わる基質をそれぞれ加えた時、aldB のノックダウンによって persister が減少する条件は
無かった。ピルビン酸よりも上流に位置する代謝物を加えた際には persister が増加し、それ
以外の条件では aldB ノックダウンによる有意な変化は認められなかった。aldB のノックダ
ウン株は糖だけを加えた際には persister を増加させ、基質がさらにリッチな培地では
persister を減少させたことから、中心代謝、特に解糖系の流れが aldB を介した persister 形成
に関与していると考えられる。 
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図 4.12 使用した代謝物の中心代謝経路における位置 
 
4.3.8 ストレス環境下の CRISPRi性能の確認 
 本研究ではノックダウンに CRISPRi を用いているが、この原理がいかなる環境でも機能
するかについては今のところ研究報告はない。そのため各環境でノックダウンが同程度で
きているのかを確認した。RNA-seq に用いた環境＋LB でコントロールとノックダウン株か
ら total RNA を抽出し、内部標準の FtsZ と aldB を qRT-PCR し、aldB 発現量を比較した（図
4.13）。環境ごとにノックダウン効率の誤差はあったが、CRISPRi が働かなくなっているわ
けではなく、全ての環境で 1~10%程度の抑制ができていることが確かめられた。また、こ
の際に測定したコントロール株の aldB 発現量を図 4.14 に示した。Non-stress の発現量に比
べて pH6 以外のストレス環境では aldB の発現が亢進しており、persister を分取していなく
ても aldB が高発現していることがわかった。また、ノックダウンによる persister の減少/増
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加と aldB の発現量の多寡には相関が見られなかった。したがって単一の遺伝子にのみに着
目するのではなく、他の遺伝子の発現や代謝状態との関連が今後重要になると考えられる。 
 
 
図 4.13 各ストレス環境の aldB抑制率、空ベクターコントロールの発現量を 100%とした 
 
図 4.14  non-stressでの発現量を 1とした時の aldBの相対的発現量  
0
10
20
30
40
50
re
la
tiv
e e
xp
re
ss
io
n 
(%
) 
0
2
4
6
8
10
12
14
re
la
tiv
e e
xp
re
ss
io
n 
105 
4.4 考察 
既往研究との再現性のなさと環境による違い 
 本実験では既往研究で知られている persister 形成遺伝子 obgE, glpD をノックダウンさせ
ても有意な persister の現象は見られなかった。既往研究でも抗生物質の処理時間や培地など
によって、報告されている persister gene のノックアウトが persister を減少させない場合があ
ることが問題となっている(83)。TA system についても再現性が取れないことや、cAMP で
は persister の減少/増加という全く逆の結果も報告されている(44, 84, 127)。これは培養や
persister assay の実験条件の違いが原因だと考えられる。本研究でもリッチな培養条件では
aldB ノックダウンで persister が減少するのに対して、糖のみを加えた最小培地では persister
が増加することが明らかとなった。それぞれのアッセイに用いられた株は全く同一のクロ
ーンであり、どちらかの実験でのみ遺伝子に変化があったとは考えられない。つまり aldB
を介した persister 形成にも周囲の環境が大きく影響を与えており、一つの遺伝子の発現量だ
けでは説明できないと考えられる。persister 形成の複雑なシステムを明らかにするためには
特定の遺伝子発現だけではなく環境因子との相互作用を今後調べなければならない。 
嫌気環境で発現する代謝と persister形成の関係 
 本研究の RNA-seq の結果では好気的な条件で培養している細菌集団でも persister では
anaerobic もしくは microaerobic 条件で働く転写因子 ArcA がエンリッチされていた。このこ
とから定常期の大腸菌は菌が増殖することで培地の一部に微好気の環境が形成され、それ
が persister 形成の一因になっていると考えられる。しかし嫌気的に培養すれば persister にな
るというわけではなく (図 4.11)、他の代謝との相互作用も影響していると考えられる。ま
た、Orman らは KCN の投与や嫌気状態による定常期の呼吸の阻害は persister 形成を抑える
ことを報告している(128)。本実験との最も大きな違いは persister assay の際に新鮮な培地に
希釈しているかどうかであり、私たちも同様の条件で persister assay を行い persister 減少の
再現性が確認できた。したがって既往研究の persister の減少は、呼吸の阻害状態から好気呼
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吸が十分に可能な培地に環境変化が起こった Lag time 特異的に起こっている反応だと考え
られる。KCN を加えた後、取り除かずに persister を測定した場合にも persister が増加した
ので、呼吸が阻害された状態はオフロキサシンに対する persister を増加させることが示唆さ
れた。 
なぜトランスクリプトーム解析で TA systemの高発現が検出されないのか 
 大腸菌の persister 形成には TA system が重要であり、これまでに行われた persister のトラ
ンスクリプトーム解析でも TA system の高発現が報告された。しかし TA system 以外の経路
も数多く報告されており、特にストレス環境下では代謝状態がより persister 形成に関与して
いることが示唆されている。Radzikowski らは nutrient shift の際には metabolic flux の変化が
引き金となって persister が形成されていることを示し、shan らは最小培地を用いたストレス
環境下では TA system や ppGpp よりもむしろ ATP 依存的に persister 形成が起こっているこ
とを明らかにした(69, 129)。本研究ではストレス条件で形成される persister に注目するため
に、既往研究とは異なる条件で細菌を培養しており、このようなストレス条件では代謝に
影響を与える転写因子やストレス応答の方が重要であると考えられる。また、既往のトラ
ンスクリプトーム解析のための persister の濃縮は多くの場合抗生物質処理を行っている。溶
菌せずに残存した細菌を persister として扱っているが、抗生物質処理自体が細菌のストレス
応答を誘導して遺伝子発現が変化することが知られている。例えば Ciprofloxacin 処理では
抗生物質の影響で toxin (TisB) が発現するため、この persister 濃縮手法では Toxin-Antitoxin
の影響が強く出やすいことが予想される(27)。 
ROSと persister形成 
 各環境で共通して高発現していた遺伝子には dps のような酸化ストレスと関連するもの
が見られた。一部の環境では酸化ストレスに応答する転写因子のエンリッチも確認された 
(soxR)。酸化ストレスの原因である ROS は細胞内の様々な分子を酸化することで毒性を発
揮する。そのため大腸菌では産生された ROS を無毒化する酵素を持ち、特に DNA の損傷
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に対しては SOS response と呼ばれる一連の DNA 修復酵素を発現させることで生存する。特
に本研究で用いているオフロキサシンは細菌のジャイレースやトポイソメラーゼに結合し、
2 本鎖 DNA を切断する機序を持っているため、DNA の損傷に対する応答は生存と密接に関
与していることが予想される。 
 既往研究からは、このような酸化ストレスと DNA 損傷に対するストレス応答も persister
の生存に関与していることが示唆されている。Collins らのグループはどのタイプの抗生物
質でも ROS 産生を誘導することを示し、ROS が抗生物質の共通する殺菌機序であることを
報告した(59-62)。後の研究では ROS を介した殺菌は MIC 以下の低濃度の抗生物質濃度に限
られた現象であることが指摘され(63, 64)、殺菌に必須の要素であるかは議論を呼んでいる。
しかし抗生物質に対する生存と酸化ストレス応答の相互作用はいくつもの例が報告されて
おり、例えば Wu らは酸化ストレスがキノロン系抗生物質に対する persister を誘導すること
を明らかにした(58)。彼らは大腸菌を Paraquat で処理することで比較的低濃度の ROS を生
成させた際に、SOS response や薬剤排出ポンプが活性化することを示した。また、同条件で
抗生物質オフロキサシンに対して生存する persister が増加したため、ROS に対するストレ
ス応答が persister を生み出すことが示唆された。その他にもバイオフィルム中の persister に
注目すると、細菌内の ROS を低く保つような代謝が細菌の生存に重要であることが報告さ
れており(65, 66)、persister の主要なメカニズムとして注目されている ppGpp もバイオフィ
ルム中の ROS を低く保つはたらきがある(48)。以上のことから ROS に対する応答はストレ
ス環境の persister においても重要だと考えられる。 
 第三章、第四章で persister との関連が確かめられた ldhA, aldB などの発酵経路も ROS と
関係している可能性がある。第三章では発酵経路がはたらくことで NADH の減少やピルビ
ン酸の消費を介して好気呼吸が抑制されている可能性を考察した。好気呼吸 (酸化的リン酸
化) はエネルギーを生み出す反応だが、副産物として ROS も生成することが知られている
(60)。したがって発酵反応が強く働いている個体では ROS 産生の総量が抑えられ、それに
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よってオフロキサシン処理に対して生存しているとも予想される。 
 
4.5 総括 
 第四章では異なる環境下では persister 形成のメカニズムが異なっており、効果的に
persister を除去することが出来ない問題(42)を解決することを目指した。仮説としては異な
る環境に存在する persister であっても共通する遺伝子発現があり、これが persister 除去の有
効なターゲットになるのではないかと考えた。4 つのストレス環境で培養した細菌を
RNA-seq で解析すると遺伝子のプロファイルは大きく変化していたが、一部の遺伝子の発
現は共通していた。①ABC transporter, ②窒素飢餓応答, ③DNA 損傷ストレス応答の遺伝子
はストレス環境の persister で共通して発現していた。 
 ストレス環境の persister に共通して発現していた遺伝子の中から、aldehyde dehydrogenase 
(aldB) をノックダウンすることで persister が減少することが明らかとなった (ストレスの
無い培地)。しかし環境を変えて同じ実験を行うと、解糖系の炭素源のみを含んだ最小培地
では aldB のノックダウン株で逆に persister が増加した。この結果から、persister 形成は周囲
の環境から受ける影響が非常に大きく、遺伝子発現解析によるアプローチでは効率的に
persister を根絶する遺伝子は見つからなかった。全ての persister を共通して制御する経路は
存在しない可能性もある。これまでの研究では研究室のストレスのない環境で多くの
persister 形成経路が調べられているが、今後は実際の感染症で生じる環境で働く persister 形
成経路に注目する必要がある。 
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第五章 結論 
5.1 本研究の位置づけとインパクト 
本研究で開発した persister検出手法の価値 
 本研究の特色の一つは独自に開発した persister 検出法を用いていることにある。既往研究
では集団の中で 1%に満たない Persister に着目するために、抗生物質投与で溶菌しない細胞
を persister として用いる方法がとられてきたが、抗生物質処理自体が遺伝子発現を変えてし
まうことなどが問題となっている(3, 16)。また、増殖㏿度を反映するプロモーターを用いる
方法もあるが(29)、蛍光タンパク質の成熟・分解によるタイムラグの問題があると考えられ
る。本研究では FRET を用いることで分裂時に起こる FtsZ の動きを蛍光検出し、非侵襲的
かつリアルタイムな persister の検出を可能にした。また、従来法では 20 倍程度の persister
の濃縮が確認されてきたが(29)、本手法は抗生物質抵抗性の評価で、分取した persister とそ
の他の集団の間に 60 倍程度の差が見られたため精度も改善している。 
 
トランスクリプトーム解析から明らかになった persisterの表現型 
 トランスクリプトーム解析からは persister の新しい表現型が示唆された。既往研究では
Persister の表現型は現段階では解明されていないことが多く、決まった仮説がないが(127)、
エネルギー産生やタンパク質の合成は保っていることが示唆されている(34, 130)。本研究で
は代謝の流れが変化し、発酵反応や嫌気的な呼吸が発現して代謝してエネルギーを得てい
ることが示唆された。得られたエネルギーが何のために使用されているのかは現在のとこ
ろわかっていないが、マイクロアレイ・ストレス環境の RNA-seq ともに（薬剤排出ポンプ
を含む）能動的なトランスポーターが発現していたため、基質の取り込みと排出にエネル
ギーが使われている可能性がある。 
 ldhA が persister 形成に関与していることは本研究で初めて明らかになった。ldhA を介し
た persister 形成のメカニズムはまだ解明されていないが、既往研究との関わりを第三章で考
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察した通り ldhA はエネルギー産生のための中心代謝を司る遺伝子であり、persister 形成に
関与する複数の代謝制御に関係していると考えられる。既往研究では、persister 除去のため
に、フマル酸などの栄養源を添加することで persister の代謝を活性化し、抗生物質感受性の
表現型に変化させることも検討されている(28, 70, 71)。現状ではどのような代謝を活性化さ
せるべきかは全くわかっていないが、今後の研究で persister 形成に関与する代謝制御機構が
明らかとなれば戦略的に persister の代謝を活性化し、効率的に殺菌することもできるよう
になると期待される。また、代謝遺伝子は特異的な阻害剤を用いることで制御できる可能
性がある。本研究で用いた FX11 は NADH と競合的な乳酸発酵の阻害剤であり、細菌の LdhA
だけではなくヒトの LDHA も阻害する。ヒトの LDHA はノックダウンすることで癌腫瘍の
成長が抑えられるため阻害剤の使用が検討されているが、重要な酵素であるため全く機能
しないと強い毒性があることが知られている(134)。つまり、遺伝子編集を伴わずに persister
形成を抑制することを実用化するためには、細菌特異的な代謝の阻害剤が発見される必要
がある。大腸菌とヒトの ldhA を比較するとアミノ酸の配列相同性は 34%しかないため、構
㐀は異なっていると考えられ、細菌特異的な阻害剤が存在する可能性はある。 
 
環境変化と persister形成メカニズムの関係 
 既往研究で様々な遺伝子が persister に関与していることが報告されたが、異なる実験室間
で再現性が取れないことが persister 研究の大きな問題となっている(42)。この原因として、
抗生物質の処理時間や培地組成、培養時間などに影響されて persister 形成のメカニズムが変
わっていると考えられている(83)。本研究では異なる条件下の persister であっても共通する
メカニズムがあるのではないかと考え、4 種のストレス環境で培養した細菌の解析を行った。
その結果、ABC transporter、窒素の飢餓状態で誘導されるストレス応答、DNA ダメージの
防御が共通して発現していることが明らかとなった。また、転写因子のエンリッチメント
解析からは CRP-cAMP (グローバルに代謝を制御) や ArcA (酸素欠乏)、NtrC (窒素飢餓応答) 
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による制御が共通していることが示唆された。 
 以上のような共通して発現する遺伝子は persister 制御の有用なターゲットになることが
予想され、実際にこの遺伝子群の中から persister 形成に関与する遺伝子 (aldB) が発見され
た。この遺伝子のノックダウンはストレスの無い環境では有意に persister を減少させたが、
予想に反して全ての環境の persister を減少させることはできなかった。同じ遺伝子のノック
ダウン株でも培養環境を変えることで persister 形成に対する影響がなくなったため、aldB
を介したメカニズムを含め persister 形成メカニズムは培養環境に強く影響されることが明
らかとなった。したがって既往研究の再現性の無さも研究室ごとの実験条件の違いによる
ものであると予想され、基準や標準となる条件を設定する必要がある。また、難治性の感
染症や長期的な抗生物質の投与といった問題の解決には、感染症罹患時のストレス環境に
おける persister 形成メカニズムを明らかにすることが重要だと考えられる。 
 
5.2 大腸菌以外の persister形成メカニズム 
 本研究では大腸菌をモデルとして persister 形成メカニズムの解明を行った。大腸菌ではも
っともメカニズムに関する知見が多く蓄積されているが、臨床の面で価値が高い
Mycobacterium tuberculosis や Salmonella typhimurium 、Pseudomonas aeruginosa などの
persister 形成メカニズムも重要である。既往研究では大腸菌で得られた知見がこれらの株の
メカニズムと共通している例が知られており、TA システムが S. typhimurium でも persister
を形成すること(32, 35)、緊縮応答 (ppGpp) が P. aeruginosa バイオフィルム中の persister に
も関与していること(48)、ROS に対する応答遺伝子が M. tuberculosis でも生存に寄与してい
ることなどが報告された(15)。 
 本研究で発見した ldhA を介した persister 形成が他の菌にも共通しているのかを確かめる
ため、P. aeruginosa でも大腸菌と同様の実験を試みた。P. aeruginosa も ldhA 遺伝子は有して
おり、嫌気環境での長時間の生存やバイオフィルム形成に関与していることが知られてい
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る(131)。しかし過剰発現株および ldhA の反応阻害どちらも persister 形成には影響を与えな
かった。P. aeruginosa で再現性が取れなかった原因として、2 つの菌種の代謝の違いが原因
だと考えられる。大腸菌は通性嫌気性菌で発酵反応によっても活発に増殖することが可能
なのに対して、P. aeruginosa は偏性好気性菌といわれており発酵反応の重要性が異なってい
ることが予想される。例えば大腸菌では ldhA の反応が NADH を NAD+に戻すことによって
嫌気状態での酸化還元のバランスを保っているが、P. aeruginosa では緑色色素のピオシアニ
ンの酸化還元反応によって代謝のバランスを保つことが可能である(132)。ldhA を介した
persister 形成メカニズムはまだ明らかではないが、より一般的なメカニズムを明らかにする
ことが出来れば他の菌の persister 制御にも応用できるかもしれない。 
 
5.3 コロニー形成による評価と新しい手法の必要性 
 persister の測定では、コロニー形成による生存菌数の評価がスタンダードな手法となって
いる。本研究のように過剰発現株とコントロールを同条件で比較することによって、特定
の遺伝子が persister 形成に関与しているのかを確かめることが可能であるが、persister 形成
のダイナミクス（なぜ集団の一部だけが表現型を変えるのか？、抗生物質処理前に表現型
が変化しているのか、処理後に変化しているのか？）を明らかにすることはできない。ダ
イナミクス解明のためにはシングルセルレベルで細菌の状態を評価する必要がある。マイ
クロ流体デバイスを用いて経時的なシングルセル観察を行うことで、菌の増殖状態・遺伝
子発現・抗生物質に対する応答などのダイナミクスを評価することが可能であるため、現
在この技術を検討中である。 
 
5.4 persisterの根絶にむけて 
 本研究では様々な環境で共通して発現していることが確認された遺伝子を標的としたに
もかかわらず、「万能な」persister 抑制遺伝子は発見されなかった。数々の既往研究でもそ
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のような遺伝子が発見されないことをふまえると、1 遺伝子で複雑な環境下に存在する
persister を制御することは難しい。 
 一つの有望な方法は環境をコントロールすることである。Collins らのグループでは
persister に対して様々な基質を加えることで代謝の活性化とプロトン勾配の形成を促すこ
とで、アミノグリコシド系抗生物質の殺菌の効率が向上することを報告した(28, 70, 71)。細
菌にかかるストレスを無くすことが出来れば、効果的な殺菌が可能になると考えられる。 
 また、persister 除去が難しい根本的な原因は多様な経路が存在していることである。その
ため、複数の経路を同時に制御することでより効果的な persister の制御が期待できる。
Maisonneuve らは 10 種の TA システムを同時にノックアウトすることで persister が有意に減
少することを示した(39)。今後は 2 遺伝子欠損のスクリーニング手法(133)なども駆使して、
複数の遺伝子に着目するアプローチが必要になると予想される。 
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